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RESLMO

Esta consisa revisao reproduz registros de algumas publica-
gOes concernentes a producac & usa de anticorpos monoclonals como radio
farmacos Faz-se a descrigcac de alguns conceiltos munclogicos importan—
tes para a compreensic do que e um anticorpo mencclonal, principies e
tecmicas envolvidas na producaqa desses reagentes 1munologicos e um sis-
tema conveniente de radiomarcacac para obtengac de radiofarmacos pro-
pr10os ao uso am MEDICINA NUCLEAR



PRACTICAL ASPECTS OF PRODUCTION AND APPLICATION OF
MONOCLONAL ANTIBODIES A5 RADIOPHARMACEUTICALS

Helena OKADA, Iracelira Torres de Toledo e SOUZA,
Joac Alberto 0SS0 JUNIOR
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ABSTRACT

This brief review represents the distillation of many publi
cattons to the production and use of monoclonal antibodies as radiophar
maceuticals It describes some wvmmunological concepts which are 1mpor-
tant for the understanding of what 1s &8 monoclonal antibody, the prin-
ciples and technigues 1nvolved n the production of these 1mmungchemd-
cal reagents,a convenmient system that can be used to 1ts radiclabeliing

and acceptance as receptor-specific radropharmaceuticals in NUCLEAR ME-
DICINE



1 STSTEMA TMUNE

Relaciona-se a sobrevivencia de gualquer organismo multice-
iular Heconhece, destroe ou elimina substangias nocivas Tem a capaci-
dade de reconhecer substancias estranhas entre as guais microorganis-
mos comg virus, bacterias, fungos, parasitas ou seus fragmentos que po-
dem agir como antigenos Algumas vezes um desses agentes pode {Tnvadir
uma celula, causar trocas na membrana celular € se a membrana alterada
for reconhecida pelo Organismo como nao proprio desencadeara uma respos
ta 1mune contra o que uma vez o1 proprio

Proprio Sav as estruturas guimicas herdadas pelo Organtsmg e as que es
tiveram em contato com os orgaos linfoides durante toda a vida embriona
ria deste organismo Substancias estranhas, mas com estrutura quimica 58
melhante ap proprip, se reconhecidas como tal, conduzem 2 tolerancia -
munalogica que ¢ & 1nabilidade do organismo em responder a provocacao an
tigemica 0 sistema i1mune tem tambem 2 capacidade de auto-reconhecimen-
ta de componentes i1mpedindo a destruicac do organfsmg Um errg ng  pro-
cessg de auto-reconhecimento conduz a doenga auto-imune onde o3 consti-
tuintes proprios do organismo podem ser reconhecidos como estranhos, de
sencadeando um resposta mune e tornando-se alvos de lesves por parte
das celulas 1infoides DOrabete tipo [ parece ser um disturbio auto-imu-
notogico, isto gquer dizer que as celulas produtoras de insulina sao vis
tas como nao proprias, provocando uma resposta tmune e sac atacadas pe-
1as celulas encarregadas de protegerem o organismo contra invasores

Nao proprio {Qualquer substancia que ao entrar em contato com o organis
me & 1dentificada como estranha As substanclas capaies de desencadea-
rem uma reagac do sistema Ymunologico sao demominadas ANTIGENDS A res-
posta do organismp ao reconhecer um antigeno e produzir uma protelna cha

mada ANTICORPQ O organismo reage da mesma forma aps antigenos 1nocuos
e deleterios Embora o interesse dos imunologlistas esteja voltado para
os antigenos deleterios foram os antigenos com estrutura guimica bem de
finida e nao prejudicials ac organisme que trouxeram mailor contribuigao
para ¢ estudo do mecanisme fmunclogico como por exemplo a tolerancia

A fungao do sistema 1mune e desenvalvida por um mecantsmo com



plexe de celulas que se comunicam entre st num estado de equilibrio que
e rompido quando o grganismo  entra em contato com antigenos 0s meca-
nmsmos celulares que levam & producao de anticorpos COMO resposta a  um
determinado antigenc saoc extremamente complexcs, porem, ¢omg Nac saoc im
portantes para ¢ entendimento da tecnica de producag de anticorpos nao
serac aqu) descritos fnalisa—se apenas como sa0 v1stos 0% antigenos
pelas anticorpes 0s 3 maiores tipos de celulas envolvidas na malha 1-
mune sac macrofagos, linfoecitos B e iinfocitos T

Macrofagos 0Os macrofagos estao presentes em diferentes tecidos & or-
gaos sao as celulas defensoras do organismc & um antigeno nde propric
Em consequencia da presenca de um antigeno o macrofago modifica—se mor-
fologica e funcionalmente Elevam-se o conteudo enzimatice, a atividade
de sintese proteica e a taxa de fagocitose Atraves do processo de fago
c1tose um macrcofago aprisiona e absorve o antigeno Uma vez dentro da
ce]ulé a molecula antigenica e degradads pelos enzimas do macrofage e
digerlda As moleculas que permanecem intactas localizam-se na membrana
celular do macrofage permitinde que 11nfoei1tos B (produtores de anticor
pos) entrem em contato direto com o antigeno

A atividade 1mune depende da existencia de celulas  linfol-
des que se originam de celulas 1ndiferenciadas provemientes da medula
gssea  Essascelulas origimam 2 tipos principatls de linfocitos LINFOCD
TOS B que se diferenctam sem a 1nfluencia do timo (primeiro orgas lin-
foide a aparecer durante o desenvolvimento embrionaric), FESPONSavels
pela atividade humoral e LINFOCITOS T que se diferanciam sob a inflyuen-
tla do timg, responsavels pela atividade celular

Linfocitos B 5a0 as pringipails celulas brancas do tecido linfoide Nas

membranas dos linfocttos B existem receptores especiais que permtem o
reconhecimento e 1nteracan com a molecula do antigeno A resposta mune
resylta na geracao de grupos heterogeneos de moleculas de anticorpo ten
do em comum a habilidade de reagir com o antigeno

Linfocitos T Diferenciados no tima, regulam a resposta imune das celu

las B Quando ativados nao secretam anticorpos mas substanctas soluvels
com atividades blologicas especificas que atuam nas reagoes de imunida
de celular Ds Tinfocitos T sac celulas pequenas gue circulam no orga-
nismo como supervisores As interacdes com um antigeno ocorrem em uma a



rea muito restrita limitrofe da presenca do antigeno diferindo das cely
las B, cujas celulas fina1s canticorpos? circulam Dvremente com  longo
alcance

A resposta mune, se3a humoral ou celular, para ser estimu-
lada necessita da presenga do macrofagoe gue processa e apresenta as anti
genos aos 1infocitos B e T

0 ststema 1mune possue do1s gramdes mecanismos de  resposta
a tntroducag de um antigenp 530 as respostas nespecificas e especifi-
cds A resposta wnespecifica ocorre, usualmente, quando o antigeno e n
troduzido no organismo pela primetra vez Fagocitose e inflamacao repre
sentam a maigria das respostas 1ﬂE$pecﬁf1cas A resposta especif1ca 0-
corre quando o mesmo antigeno e ntroduzido em acasioes subsequentes
0 sistema 1mune, quando recarregado com este agente o reconhece como es
tranho & fornece uma resposts rapida Nesta resposta a memoria represen
ta tmportante papel 0 produto de uma resposta Imune especifica reage
com um agente 1dentico ou muito similar aoc primelro agente que provocou
a resposta inicial Isto e conhecido comg especifigidade

ﬁntigenus Sa0 substancias que atuam sobre um numero 11mitado de linfo
citns, 1nterazgindo especificamente com receptares destas celulas, indu-
zindo resposta 1mune especifica Um antigeno capaz de despertar uma res
posta 1mune especifica e chamado 1munogeno Aparentemente o unICo  re—
quisito para que uma substancta seja anttgén1ca e ter um tamanho minimo,
de preferencia uma macromolecula de peso molecular superior a 10 000 dal
tons As macromoleculas apresentam sequencia de aminoacidos ¢ou outras
sequéncias organicas) que serao reconhecidas como nac propric ac  orga-
nismo Esta regiao da molecula, denominada determinante antigénico ou 13
pltopa, cabe no sitio combinatorio de receptores de linfocitos provocan
do a resposta 1mune 0O antigeno possue duas propriedades imunogenicida
de (capacidade de induzir uma resposta 1mune? e antigenicidade (cepaci-
dade de interagir com os anticorpos? Tadas as substancias imunogénicas
sap tambem antigenicas, porem o 1nverso nao e verdadelro Existem subs—
tancias denominadas haptenos, geralmente de peso molecular baixo (meno-
rés que 4 000 daltons) que scmente gquando lvgadas a uma molecula maior
tmolecula carreadora) 1nduzem a resposta imune, mas sac capazes, por sl
50, de 1nteragir com o anticorpo



A presenfa de um antigenv desencadela um estado de alerta
nas celulas especializadas, linfocitos B, que tém a propriedade de reco
nhecer seletiva e precisamente as substancias estranhas 0s  1infogl-
tos B possuem receptores nas membranas que permitem a interacac com as
moleculas do antigens Estima-se que existem no organm sme humano mlhoes
de linfocitos B diferentes, distribuidos pelos varios tecrdos linfoides
e sangue circulante Um linfocitoe B expressa em sua membrana um so tipo
de receptor e o5 descendentes deste Tinfocito continuam expressande o
mesmg receptor formando o gue se chama um clone de linfocitos e esta ge
neticamente preparadg para preduzir um unico tipo de anticorpo para es-
te clone Cada determinante arfigenico ou epltopo do antigenc ativara o
clope culo receptar Yhe $eja complementar Come existem milhges de ¢lo-
nes diferentes e multiplicidade de determinantes antigenicos oy epito-
pos no antigeno a ativagac dos linfocitos B resulta na sintese e secre-
¢ao de anticorpos com diferentes especificidades antigenicas

A resposta 1mune resulta na geragao de moleculas de anticor
po, proteinas globulares denominadas Tmunoglobulinas Ja e longamente
reconhecido que as Imunsglobulinas $ag grupos de moleculas altamente he
terogéneas presentes nos fluides circulantes do corpe em estado de equi
librio dinamico entre compartimentos intra e extra vascular Existem 5
classes de 1munoglobulinas  IgM - IgG - 1gh - IgE - IgD, cujas molecu-
las diferem entre s1 quanto a sequencla primaria & o numero de cadefas
que as constituem Estas proteinas, alam das d1farengas estrutyrals, a-
presentam fungoes distintas IgM - e a maler 1munoglobulina sintetizada
durante a exposi¢ac 1mcral com o antigena, 196 — e produzida durante a
sequndd e subsequente exposigao com 0 antigeno, e a principal 1munaglo-
bulina presente na circulagao dos flurdos carporgos, IgA - presente pre
dominantemente nos flutdos secretores, tem papel mportante na protegac
do orgamismo contra microorgamsmos patogenicos, lgE e IgD - sdo  encon-
tradas na ¢irculacac dos Fluidos corporens por apenas alguns minutos A
resposta 1mune nao se direciona para & produgao de [gA, [gE e IgD mas
estas imunoglobulinas servem como 1lustracas para a natureza dinamica
da resposta imune e da ex1stencia de diversas variavels associadas com
o estudo da produgao endogena de Imunoglobulinas

A motecula de anticorpo possue uma reglao dita constante e
outra dita variavel E nesta ultima gque se Tocaliza o sitio combinato-



rie onde se da a 11gacao antigeno-anticorpe £ Tigagac muito especifica
tipo “chave-fechadura™, cada anticorpo so se Tiga ao antigeno COrrespon
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Os anticorpos para uso em laboratorio sao produzidos por in
jecoes repetidas de preparacoes do antigeno em animais de laboratorio O
s1stema imunoiogico do antmal sera ativado e os anticorpos  produzidos
passarac a circulacdo sanguinea, podendo ser coletado Por apresentarem
anticorpos produzidos por varios clones o sore produzido e dito policlo
nal 0s anticorpos produzidos da maneira coanvencional vem sendo utiliza
dos ha muito tempo em Taboratorio como reagentes biologicos, sabretudo
para detetar a presenca de determinada macromolecula numa mistura A pro
teina anticorpo que aparece no soro sanguineo pode 1igar-se fortemente,
empora de forma reversivel a molecula do antigeno que provocou a sua for
macao A afintdade # especificidade dos anticorpos para seus antigenos
foram estudadas or Yalow e Berson no desenvolvimento das TECNICAS DO RA-
BIQOIMUNDENSAID, assoclacao das caracterfstfcas de certas reacoes fmuno-
logicas as extremas sensibilidade e precisio das medidas flsicas da ra-
dicatividade na quantificacac precisa e sensfvel de concentragoes extre
mamente baixas de hormontos no sangue 0 hormomio a ser determinado e u
sado como antigeno
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2 ANTICORPO POLICLONAL

Antigeno especifico (Ag)

Antigenos especificos (Ag), 1njetados em ammais de labora-
torlo sintetrzam anticorpos (Ab), reagentes essenciais para o desenvol-
vimento das tecnicas de radioimuncensaic (RIE), reagao fmunclogica un
veteo entre a proteina  anticorpo (Ab) e a molecula do antigena (Ag)
que provocou a sua formagan A afinmvdade entre antigeno e anticorpa (i-
munorreatividade) pode ser testada, entre outras tecnicas, pelo radioi-
mMUnGEnsalo

U radioimuncensalo basela-sé na reacao 1munologica «n vidao
entre um antigenc (Ag) e o anticorpe (ab) que lhe e especifico

Ay + A % AgAb

L]
Basela-se ainda no fato de um antigenc marcado (Ag ) tmole—
cula que apresenta um ou mats atomos radicativos, apresentar no sistema
de ensaio, comportamentc identico ao da molecula naoc marcada (Ag)

Ag  + Ab T AgAb

Assim para o desenvolvimento das tecnicas de radioimunoen-

salo sdo necessarios

E -
— Antigeno marcado tAg ) e antigeno n2o marcado,
- Antlcorpo especifico (AD)

Reacoes de competicao constitulndo a base para o radicimuncensaio

lnt:gtno lntlc?rpu Complexo ant{glnn marcade-
warcadn sspecifion anticorpe :splt:FLcn
[ |
Ag + A ¥ MM
Free (F} Bound (B)

Ag [antiganu am salut.;es-padr;a ot anaetrad
desconhecidas)

++

Agib I:u-pln:a‘lnt{ganu nac sarcadg-anticor
po especifice)
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Colocando se antigena marcade {Ag”] em contato com o antl-
corpe especifico (Ab) forma-se o complexo [Ag“hb] ¢ estabelece-se um e-
quilibrio dinamico entre o complexa (onde Ag" esta sob a forma ligada
(8) Bound) & seus elementos canstitutivas {AQ“J ¢(forma 11vre da  subs-—
tancia marcada e (Ab) (anticorpo especifica)
A adicac a este sistema de substancia nac marcada (&g) val
deslocar da formacao de Agﬂﬂn uma fracag de {Ag*) pgraporcional as quan-
tidades relativas de (fig) por competli¢ao com os sitios de rAb) Como con
SEQUENnCI havera ur decrescimo da concentragao de {ﬂg“ﬂh} face ao apare-
ctnenta de (AgAb) aumentando azsim 4 concentracao de Agﬂ no melo Assim,
8 relacap entre @ substancla marcada l1gada ao anticorpo ¢BY e a subs-
tancia marcada livre (F) representada como BSF diminyt & medida que a
concentragac do antigeno nao marcado {Ag) aumenta A relacao BSF  pode
ser calculada medindo i€ separadamente a radicatividade do complexo
(Ag"Bb) e do Ag livre
Um sistema como ¢ descrito, no entanto  somente seara util
se for possivel separar de maneira pratica e eficiente, as fracoes 11-
vres e combinadas do antigeno marcado
Desde que, em condicoes usuals de ensalo o complexo Ag*Ab
nao precipita expontaneamente, o separacau das fra¢oes livres e combina
das e felta atraves de var10s si1stemas de separacao
0s metodos de separagaoc foram desenvolvidas com base em 3
principios gerais que podem ser esquematizados
1 Migracac diferencial (cromatoeletroforese, eletroforese, gel de f11
tracao’

2 Adsorcac do antigens livre ccelulase, stlica ou talco , carvao ativa
deb

3 Precipitagac do complexp (segundo anticorpo- antigamaglobulina prect -
pitente, fracionamento com solvente, anticorpo Tigado a fase solida)

0 ensaic em $1 compreende a 1ncubagao do antigeno  marcado
(Ag*} e do antigeno livre (Ag) {amostras e padrac) com o anticorpo espe
cifico (Ab) processando-se o reacac de competicae Atingido o equilfa
brio de reacac faz-se a separacdc da fracio 1iwre (Ag ) da complexada
(Agnﬂb} e @ contagem da radioalividade de uma das fases ou de ambas es-
tabelecendo-se as relagbes B/F do padrao e das amostras desconhecidas
Com os valcres de B/f constroe-se a curva padrao (B/F vs concentracao)
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0 valor de B/F para a amostra desconhecida levado a curva-
padrac, permite atraves da leitura direta a determinacac da substancia
em estuds A curva-padrao pode ser construida colocando-se BfF, B, F,
8/T como fungao do padrao

\ Curva dose-resposia
BfF
AN
~
N
amostra des -
conhecida -

conc

Reagentes essenc1ais usados no radigimunoensaio ant{geno

=
marcade (Ag ) e anticorpo especifico (Ab)

antigeno marcada (Ag )

A marcacao de um antigena envolve
- £scolha de um radionuclideo
-Incorporacao do mesmo no composto
- Grau de 1pdacac
- Purificacao e avaliacao do composto quanto as suas caracteristicas op
o adequam ao radioimunocensato

ESGOLHA DO RADIONUCLIDED

Base1a-se essencialmente na
- Atividade especif1ca {concentragao da radigatividade, ou seja, rela-
can entre & massa do material radloativo e a atividade)
Mera-vida fisica

Facilidade em introduzi-lo na molecula
Estabilidade do produto
Facilidade de detecao & preco

I
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0 12511:'1:10 pela sua malor abundancia 1sotopica (numerc de a-

tomos radioativos por numergp total de atomgs do elementnd, maior ef1ci-
enc1a de contagem dos cristars de Nal para sua radiagac & de baixa ener
gia e meia-vida relativamente longa (60 dvas) e o radionuctideo de esco
Tha para a marcagag do antigeno usado nd radipimunoensaio

125

INCORPORACAD DO RADIDNUCLIDED ¢ '“°I3

A radiolodacac e um dos metodos mals comuns para & mMArcacan

125

de proteinas A 1ncurporagao do I pcorre pela substitwicao do hidro-

gen1g de um dos grupamentos de amine-ac146s na estrutura da molecula pe
16 10do radigativo Entre ps amino-acidos capazes de reagirem com BIESI
(erstedna, tirosina, histidinag, treiptofanc, meticninal a tirosina e h1s
tidina apresentam melhores reagnes de substitulgac Frequentementeeiqqi
mica da radioiodagao e a substitui¢as do hidrogenio pele 1odo radioati-

vO nos grupos tirosilicos

GRAU DE IDDACAD

125] ntreduzide na molecula da protef—

£ 5 numero medio de
na Somente o 10do na sua forma Tivee (1.} reage com a protelna Como o
radioiodo fornecido comercialmente esta na forma de [ (1cdeto) e neces
5ar10 0 usn de agentes cxidantes para converter o [T (1odeto) para [
(todo melecular?

Pelo fato do antigenc (Ag} a ser quantificadc encontrar-se
em niveis extremamente baixps, o antigenc marcado {Agﬂj usado no radio-
Imunoensaln deve ser 1gualmente paixg Para que a razao de contagem, a—
pesar de uma concentragad baixa de {ﬁg"} se)a satisfatoria e necessarto
a obtencan de (Ag*} com atividade especifica alta Embora a meta seja a
da mator atividade espaecifica, a mesma deve ser Timitada afim de nao da
mficar & molecula com diminuigao da 1munorreatividade Fo1 encontrado,
na separacac de radiownsulinas de d1ferentes “numeros de 1odo” por ele-
troforess em gel de amido, gue as fragoes mairs forfemente usadas exibem
dwminuigac de wmunorreatividade

METODOS DE MARCAGAQ

1 Oxidagac quimica

- Cloramina T (Hunter e Greenwood, 19631}
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- lodogen (Fraker e Speck, 1978)
— *Iodobeads” (Markwsel, 19827

- Cloramina T (Hunter e Greenwood, 1963)

5al sodico N-monocloro derivado do p-tolueno -sulfamida que
em solugac aquosa libera lentamente acido hipocloroso levando a condi-
coes de oxidacao alcangando 1ncorporacao quantitativa de 1odo A reacag
e interrompida com metabrissulfito de sodio que reduz o excesso de clora
mina T Pequenas quantidades de prute{na {1-5 ug) podem ser usadas com a
tividade especifica alta
A cloramina T tem sido apontada como um dos principals fate
res de dano a molecula Fara minmimizar o dano molecular tem-se recorri-
do a radiorodagoes com a2lgumas modificagtes tals como
- Hmnuigae de guantidade do agente oxrdante, cloramna T, na propor-
cao de 1 1 em relacao ao substrato
- Adicao progressiva e em guantidades controladas de cloramina T, nas e
xatas proporgoes das massas envolvidas na reagao e nao em eXCeSSD CO—
mo nas tecnicas convencionals Acompanha-se a cinetica da reacao atra
ves de amostragens sucessivas gue permitirac avallar o progredir do
rendimento ate o alcance do percentual de 1ncorporacac suficiente pa-
réd a atividade especifica desejada

- lodogen (Fraker e Speck,1978)

1l g £l
™~ | Vv
| S |
| |
| :
N — M
A i} .
L 0 Ol

Estrutursa molecular do Iodopen (1,3,4,6-tetraclore-da,ba-
difenilglicouril] TFesa molecular=432,09
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Foi descrito primeiramente por Fraker e Speck (1978)como um
reagente para fodacao de proteinas e membranas celulares Intervem na i
odagao rapida e em fase solida (potencialmente menos destrutival em so-
Tugac aquosa de I~ (jodeto) e proteina £ preparado em solvente organi-
co e distribuido em tubos de reacac A remogao do solvente, por simples
evaporacao, resulta na formacao de um fino f1lme na base do tubo Os tu
bos de reacdo, assim revestidos, sao preparados com antecedéncia e esto
cados por um perfodo de ate um anc em dissecador a -20°C Pela sua natu
reza hidrofobica mantem-se 1mobilizado na base do tubo de reacac A io-

dagac da proteina e desenvolvida por simpTes adigao do 125

I sequido pe-
12 proteina nas quantidades adequadas para a atividade especifica dese
Jada 0 tempo de reagac e tipicamente de 10 minutos a temperatura ampi-
ente 0 fodogen permanece em fase solfda durante a reagao de 1odacao e
a protelna e difundida na area em que esta contido o reagente A reagao
e interrompida pela simples remocao do produto marcade do tubo de rea-
cao
- "lodobeads” (Marckwael, 1982)

K-cloro-benzeno—sulfamda, li1gado covalentemente a esferas

de poliastireno Sao disposnivers comercialmente com p nome de ~odo—

1251 e a proteina tem inicio com a adigdo de

beads- A reacao entre Na
um ou mars ~“lodobeads e e encerrada por remogas do “Jodoheads” da mistu

ra de reacao

2 Oxidacao enzimatica (Marchalanis, 1969

0 procedimento enzimatico tem a vantagem de nac empregar a-
gentes oxtdantes ou redutoras embora faca uso de pequenas quantidades
de H.0, como catalizador No lugar de oxidantes quimicos como ¢lorami
na T, fodogen e ~lodobeads™, usa-se o enzima lactoperoxidase para oxida
cap do [~ (fodeto) para I, 0 enzima age em Z estagios
1- 0xidando 1™ para formar [,

2- Catalizando a reagao entre [, H:0, e tirosina para formar o produto
radiolodado

A desvantagem deste metodc e a contaminacao que pode ocor-
rer as proteinas marcadas com pequenas quantidades de lactoperoxidase ra
dioiodada exlgindo uma purificagao adicicnal Para obviar este incove-
niente, David (1972) recomenda o use do reagente “Enzymobead”
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- "Enzymobead” (David, 19720

Cons1ste de preparagoes 1mobilizadas de lactoperaxidase e
glicose oxrdase os quals sao curdadosamente misturados para a obtengao
de uma atividade enzimatica otima A suspensao de “enzymobeads™ adicio-
Nalzsl e proteing 0 enzima glicose oxidase Imobilizado,

por agac da gqlicose adicionada, produr pequenas gquantidades de H,0; 0

na-se glicose,

enzima lactoperoxidase, em seu turno, catallza a oxidagao do [” para far
mar I, usando a H;0, formada :rn site 0 I; reage com ¢ resfduc tirosina
da proteina e produz a2 proteina radicisdada A reacic e encerrada por re
mogac do reagente ~enzymobeads® por centrifugagao

Consiste essencialmente na liberacac de 10do malecular [; a

125I atraves da corrente eletrica A tecnica utili1za um ca-

partir de MNa
dinha de platina come catodo e um 1o de platina como anodo A pruteina
e o jodete radioatrvo ficam contidos no cadinhe Uma diferenga de poten
cial convemiente entre o cadinhc e o fro de platina l1bera vagarosamen+
te o 10do radicative Controla-se 2 velocidade e o grau de 10dacao vari

ando o fluxo da corrente e tempo de exposigaoc

4 Metodo de marcagac por conjugacao (Bolton e Hunter)

Indicado para 1odacae de peptidecs que nac possuem resfduos
tiros1la ou que tenha reatividade alterada pela 1odacio dos grupos tiro
s1la Uma molerula de ester & marcada com ‘251 pelo metode da ¢loramina
T e que se conJuga a gualquer grupe aminice livre de uma molecula de

pratedna

EFICIENCIA DA MARCACAD

Apos qualquer procedimento de radiomarcacac e aconselhavel
medir o percentual de 1ncorporagac do ]251 a molecula proteica A efrci
éncia da marcacdo pode ser avaliada atraves de varias tecnicas

1 Adsorcac doc marcado Tivre

¢ Precipitagao por acide

3 Cromateceletroforese

4 Cromatografia minfaturizada
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1 Adsorcac do marcado livre

Envolve a adsorcac do marcado 11vre a material insoluvel e
sua subsequente precipitagac S5ao convenientes pela rapidez, simplici-
dade, reprodutibilidade e por permitirem o processamento de um  grande
numero de amostras simultaneamente Entre 0s adsorventes os mals utfli-
zados sao o talco e o carvac ativado Separam, apos centrifugagao,a fra
gac ntacta da substancia radioiodada da fracac danificada durante a ra

dioiodagao e 125

1 livre que permaneceu no sobrenadante O percentual de
reat1vidade no precipitade em relagaoc a atividade total (radiocatividade
do sobrenadante + radioatividade do precipitado’ indicam o percentual &

ANCOYPOTragac go ]251

2 Precipitagac por acido

fcrdo trictoroacettco (TCA 10 A fracac intacta da 5ubs
tanc1a radiolodada e precipitada pelo TCA 10%

3 Cromatoeletroforese

No procedimento de cromatoeletroforese o fluxe hidrodinami-
ca e o principal responsavel pela separacaoc dos companentes da mistura
de radiaiodagas 0 papel de cromatografra Whatman 3MM e 3 Mc sdo os mals
usados A eletrpforese simultanea traz come vantagem o aumento da velo-
cidade de separagac com a 1dentificagac do substrate marcade danificado
e 1pdeto radisativo livre 0O fluxe hidrodinamico cromatograficn, sem a
eletroforese, e quase satisfatorio realmente & unica vantagem da cro-
matoeletroforese e & decompostgac da fragac damificada e irodeto radioa-
tive 11vre A cromatoeletroforese e tecnica capaz de discriminar os in-
dices de 1251
0 exame mnuciose ao longo da fita de papel identificam 3 pi

cos

1- 0 pice na origem corresponde a fracac intacta da substancia radioro-
dada que e adsorvide no sftio de aplicagac do papel

2- Um pico correspondendo a faixa de migragao das protelnas sericas re-
presentando a fragao degradada da substancia radlorodada

3- Um pice significativamente distante das prﬁsginas 52r1Cas CorresSpon-
1}

R eficlencia da radiciodagac e expressa como a percenta—

dente a zona de migracan do 1odeto livre (
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gem da radloatividade total (sema da radicatividade dos 3 plcos) em rela
cac an pice de origem

4 Cromatografia mintlaturizada

Utilizando sistema de papel e solvente especifico e possivel
quantificar os companentes radioquimicos dentro da preparagac radiotoda
da com base na migragac perceptivel ac longo d¢ c¢romatograma

Este sistema e de baixo custo, avallacac raplda, exato e re-
produtivel A vantagem esta no fato de as impurezas moverem-se com a
frente do solvente (Rf 0,1-1,0) enguanto que a substancia marcada perma
nece proxima a origem (RF 0,0-0,23, isto permite cortar & fits a0 mefo
(Rf 0,5} e ensarar os 2 segmentas Um efetive e canvenmiente sistema de
cromatografia minfaturtzada utilize papel Whatman 3MM (7,0cm x 6,5 cm}
comg suporte e solventes apropriados As amostras sao aplicadas na ori-
gem {1,0 cm da base do papel) e as fitas colocadas em reciplentes con-
tendo 1 ml de solvente 0 cromatograma e desenvolvido para uma distancia
de 5 cm Este percursc e alcangado ao redor de 10 minutos As fitas sao
rempvidas, secas e cortadas ao me10 {secao 1 e secao 2) entre a origem e
a frente do sclvente A atividade de cada secao ¢ comparada com a ati-
yvidade total da fita (secao 1 + segan 2) a fracao intacta da substancm
radiorodada e adsorvida na origem (segac 1) e a fracao degradada e 1251
11vre cromatografades com a frente do solvente (segac 20

PURIFICACAG DO PRODUTO RADIOIDDADD

Apesar dos cuirdadas uti1li1zados no desenvolvimento da marca-
¢ao propriamente dita, a estrutura da proteina sofre agress0es gue  se
traduzem, a par da presenca de moleculas de proteinas marcadas, pela de
1257 1yve
Para uma pureza radioquimica a preparagao deve ser livre de 1251 que no
reaglv e produtos de degradagao da proteina radioiodada Assim Togo a-

fracoes moleculares 1gualmente marcadas, porem danificadas e

pos a radioiodacao o produte marcado deve ser submetido a um sistema de
purificacao Entre os varios metodos o mais comum e a cromatografia em

coluna de exciusao molecular (gel Sephadex)

0 gel Sephadex separa as proteinas de acordo com o pess mo-
lacular As moleculas mengres penetram nos poros do gel movendo-se len-
tamente atraves da coluna As meleculas majores,por exclusio, movem-se
rapidamente sende eluidas em primefro Tugar Escolhe-se a granulacao de
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Sephadex adequada para cada tipoe de antigeno 0 Sephadex G-50 e  wsade
para maleculas com peso molecular menor ou tgual 10 000 daltons Para mo
legulas mailores usa-se Sephadex B-100 ou G-200 A columa e preparada
por empacotamento do Sephadex, previamente intumescide no tampao uso e
o conteudo do tubo de marcagae e adicionade ao topo da coluna A elui-
cao e feita com o tampao apropriade colhendo-se fragoes de | ml de efiu
ente 0s picos de atividade das fragoes eluidas correspondem aos 3 ele-
mertos molecula radiovodada ntegra, molecula radioredade degradada e
10d¢ Tivre As fracdes degradadas sae elurdas ne inicio,a sequir a mole

125

cyla ﬁntegra sendo o [ Thvre ret1do por mars tempo em cunsequénma do

seu peso mplecular menor
PUREZA RADIOQUIMICA

A pureza radiquimica e avaliada ut1l1zando os mesmos metodos
vsados na determinacac da eficiencia de marcacao
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Anticorpo especifica (Ab)
CINETICA DA PRODUCAC DE ANTICORPOS USADDS EM LABORATORID

0s anticorpos para use em laboratorio sao produzidos por tn
Jecoes repetidas de preparacoes de antigenos em animzl de outra especie
0 sistema 1munclagico do animal sera ativado e os anticorpos produzidos
passarao & crrculacao sanguinea Apos um 1ntervalo apropriado 0 sangue
estara rico em anticorpos especificos capazes de reagirem com © ant*ge—
no formador Varios fatores contribuem para a 1munogenicidade de uma
substancia
! Tamanho e natureza quimica da moltecuta do antigeno
2 Adjuvante e dose total do 1munogeno
3 Escolha da especle amimal e vras de administragap
4 Intervalo de tempo das 1njecoes e tempy de sangria

1 Tamanho e natureza quimica da molecula do antigeno

Quanto maior 2 complexidade molecular maior a imunogemicida
de Os anticorpos sao relativamente bem produzides contra qualguer pro
teina de pésn molecular superivor a 10 000 daltons {Quanto maior for a
molecula antigenica malor sera o numerp de epitopos eumentande assim A
probabllidade de interagac com os receptores Existem algumas substan-
cias de baixo peso mplecular que apresentam consideravel imunogenigida-
de como por exemplo hormonio pancreatico glucagon (3 000 daltens), an-
giotensima (1 031 daltons) Nao esta esclarecide ainda se todas estas m
lecutas de pesos moleculares balxos Sdo por €1 so imunogenicas, ou  se,
ac serem 1noculadas combinam a proteinas do receptor que atuariam como
proteinas carreadoras destas moleculas pequenas Peptideos pequenns e
sybstancias nao 1munagénica5 tais como hormomios da tireoide, esterol
des, drogas, etc necessitam ser conjugadas a moleculas majores como al-
bumina, tireoglobulina, etc para que haja estimulo do s1stema imunologl
£o

2 AdjJuvante e dose total do munogend

ADJUVANTE  S3p substancias utilizadas para 1tensificar a resposta imu-
ne 0 metodo geral para 1nduzir a formacdo de anticorpos e injetar cer-
to numero de animats com antigenc misturado com adjuvante sende o mais
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empregade o adjuvante de Freund (oleg mineral acrescido de Tanolina ou
ariacel, emulsificadores 7 O adjuvante de Freund complete ( acrescido
de Mycobuclensm fubercudogsia - que praduz um estimulo nag especifice
no sistema wmunolegice) e usado nas 1njegoes iniciars Nas  revmuniza-
¢oes usa-se ¢ adjuvante de Freund 1ncompleto O adjuvante aumenta a for
macao e persistencia de anticorpos quande administrades junto com o
antigeno fornecendo i1muncgenicidade sem 1nterferir na especificidade da
resposta 1mune Aumentam & produgac de anticorpos por 1nduzirem & uma
reaca 1nflamatoria local Retardam a adsorgao, a destruicac e a elimi
nacao do antigeno permitindo uma estimulagac rmunogenica mais pralenga
da Mantem uma elevada concentragac serica do antigeno e evitam a sua
degradagac por enzimas proteoliticos Baseados no fato de impurezas no
derem exercer efelto adjuvante, alguns 1nvestigadores preferem imunizar
animais usando materials relatrvamente 1mpuros

DOSE DO IMUNOGENO  Em geral 0,2 a 2 mg da preparada imunogenico e in-
jetado em suspensan Casos ha em gue SA0 necessarios malores ou merores

quantidades de antigeno A resposta nac depende diretamente da dose e
uma vez ultrapassado um T1mite minimo e praticamente a mesma para qual
quer dose Admite-se a existencia de um valor maximo de dose, que  se
ultrapassado leva a uma diminuigao na produgao de anticorpos,alem de
causar efeites colaterals nos amimals injetados come por exemplo a inm-
sulina gue pode 1nduzir a mpoglicemia e ate a morte do animal

3 Escolha da especie animal e vias de admimistragao

ESCOLHA DA ESPECIE ANIMAL A selecac da especre animal depende mats
de volume de soro desejade do que qualquer outro fator Coelhos e co-

batas sac os animais mais usados para esta finalidade pols sao sufici-
entemente grandes para sobreviverem as sangrias e suficientemente pe-
quenos pari serem facilmente manuseados e sem necessidade de um espago
muito grande para serem mantidos Desde que ammals da mesma especie pos
suem capacidade vartada de resposta a um dado imunogano, a probabilida
de de se conseguir um anticorpo satisfatorioc aumenta com o numero de a
nimals imunizados Geralmente 1munizam-se varios animais ao mesmo tem-
po para aumentar a pessibilidade de obtencac de anticorpas adequados,

pois naoc se pode prever o grau de resposta do animal ao estimule Ymung
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logico Nao se conhece nenhuma forma para a produgas de anticorpos sen
sivels, pode-se somente seleciona-los

VIAS DE ADMINISTRACAO A inoculacao parenteral de antigenos pode ser
feita pelas vias subcutanea, intradermica, intramuscular, endovenosa e

intraperitoneal, porem um Imunogeno misturado com adjuvante tem como
via mais eficez a intradermica, subcutanea , podendo as vezes usar mul
tiplos sitlos subcutineos e intramuscular Um efetivo e convendents re
gime de imunizacao utili1za cobala ou coelho, emprega injegac subcutarea
de 0,5 ml de suspensac centendo aproximadamente 0,25 mg do antigeno e-
miisificado ne adjuvante de Freund completo

4 Intervalo de tempo das injecoes e tempo de sangria

A resposta imunitaria & relativamente lenta apos a injecao
primariz Ocorre um periodo de Tatencla (fase LAG) que compreende o in
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tervalo entre a inoculacas e ¢ aparecimento de anticorpos espectficos de
tetave1s A seguler verifica-se um aumento exponencial da sua concentra-
¢ao (fase LOG) entrando depols na fase de plato ou de repouso onde nao
ha aumento nem diminuicao do nivel serico A ultima fase da resposta pi
marta {fase de DECLINIG) wnmicra-se quande a velocidade de degradacao pre
valece sobre a velocidade de sintese resultando na diminuicac do nivel
de anticorpos O nivel de anticorpos e mantide quando degradagac e sin-
tese se igualam Faz-se uma primeira sangria para testar a presenga de
anticorpos A wmunizagao e continuada somente Com 65 animals que  apre-
sentam ti1tulo crescente de anticorps Esses animais recebam doses de
reforgn A 1nJe¢iﬂ de refor{o desperta a resposta secundaria que neces—
sita menor dose de antigeno A fase LAG ¢ mais acentuada com prﬂducﬁnrg
pida & abundante de anticorpos Igh de alta afinidade pelo antigeno que
1nduziu 2 sua formagcao, a fase PLATO atingida rapidamente e longa e ade
DECLINIO lenta e persistente

Nas respostas primarias assim come nas secundarias ha produ
¢aoc de IgM e IgG porem a produgao de IgG na resposta primaria comega
mats tarde gue a IgM e na resposta secundaria a igG e a imunoglobulina
oredominante Nas respostas primarias € secundarias a concentragao de
IgM serica diminue rapidamente enquanto que a produgao de IgG e mals per
s1stente

CARACTERIZACAD DOS ANTI-SOR0OS  Compreende o estudo de 3 par&metrus fun
damentais

1 Titule

2 Especificidade

3 Sensibilidade

1 Titylg E definido como a diluigas do anti-soro gue se liga 2 50% da
radicatividade do antigeno marcado Titulo ou concentracao do anticorpo
tem importancia secundaria para o radicimuncensaio pois informa somente
a quantidade e nao a qualidade do anticorpe 0 regquistto essencial e
que ele seja suficientemente alto para permitir um grande numero de tes
tes A estimativa do valor do titulo do anticorpo e normalmente obtida
pela curva de titulagao do anticorpn Quantidades constantes do antige—
no marcado sao incubados com diferentes dilulcoes do antisoro ¢ a dis—
tribuigao da radioatividade entre antigeno ligade e livre e determinada
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apos a separagao A percentagem de ligagao versus diluigdc do anticerpo
e conhecida como TITULACAQ DO ANTICORPO ou CURYA DE DILUICAD Esta cur-
va de titulacao findica a diluigao do anticorpe a ser usado nos ensaios,
ou seja, a diluigao otima de anticorpe que apresenta 50% de ligacac com
o antigens marcadg {Ag*} na ausencia do antigeno nao marcado (Ag), isto
e, ate gque se obtemha uma relagac B/F = 1 A representacao grafica,per-
centagem de Jigagao do anticorpe ou curva de diluigao, mostra nas dilul
goes em serie uma dymnui¢ao na percentagem de ligagac ac antigeno mar-
cado [ escolhida a diluicao que apresentar de 40 a &0% de ligagao  ao
antigenc marcado no sistema de radioimuncensato adotado Emprego de ex-
cessg de anticorpo resulta na queda da sensibilidade

0 grafico a seguir representa uma curva tipica de titulagac
em termos de percentagem de ligagao em fungao do inverso da dilut¢ds da
anticorpo

L8 [curva tipica de titulagio

50

) /¢
di luigao
gtima

2 Especificidade Como o radicimuncensaio baseia—se na competicap en-

tre antigeno marcado EAg“} e nag marcado (Ag) pare se unirem a um nume-
ro limitado e especifico de sitios de ligacao do anticorpo (Ab), qual-
quer substancia que possa competir na fixagao a este anticorpe, 1nflul-
ra na quantificacao da reagac & especificidade do anticorpe esta rela—
¢lonada com a sua capacidade de reconhecer apenas o antigeno a ser dosa
do, usado para produzi-lo



25

TESTES DE ESPECIFICIDARDE Efeito da determinacac hormonal endogena Faz
se a comparacao entre os resuttados provenientes da dosagem de uma mes-
ma amostra de soro, com alto teor hormonal, em diferentes diluigoes Cal
culam-se as medias das concentracoes correspondentes a cada dilulgao
Calcula-se & correlagac linear entre os volumes da amostra & amedia dos
valores encontrados obtendo-se a reta de regressac linear A linearida-
de comprova a inexistencia de fator serico interferente, sando portanto
uma prova da especificidade do sistema

Controle da especificidade Efeito da diluicac do sore

Concentragcao

Diluigan do soro

As concentragoes resultantes transferidas para a curva-pa-
drao coloca em evidencia possivels fatores interferentes Os pontos ob-
tidos pela dilutgac do soro encontram-se muite proximos aqueles obtidos
pelo uso de solugoes padrac, praticamente se sobrepondo ao tragado da
curva-padrao t{pica em termos de (% B/R.) versus lﬂgar{t1mﬂ de dose A
distribuicao dos pontos guando transferides para a curva-padrao revela
o comportamento fdentico des soros e solugdes-padrao validando a efica-
cla da tecnica da especificidade

L

B/B Efeito da diluicac do soro comparado

a curva-padrao

& - padrag_
o - diluigan do scro

Concentracao
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3 Sensibilidade (afinidade e avidez) Um requisito para um radiaimung

ensaio sensivel e um anticorpo que tenha interacao elevada com o antigg
no que se reflete essaencialmente na queda 1nilcial da curva-padrao Quan
te methor o Enguln dosta com a ordenada, malor a sensibilidade Com e-
feito, guante maior for a 1nclinacao da curva no seu trecho 1mcial,cor
respondendo aos menores valores de massa do antigeno, mafor sera a  va-
riacac da relacao BfF

AFIKIDADE  Se refere a forte atracéc entre ¢ antigenc e o anticorpe
SENSIRILIDADE A habllidade em detetar variagfes na concentragao do
substrato depende da interacao antigenu—ant1curpa A reagao entre anti-

geno e 0s sitios de combinagao do anticorpo e a sensibilidade do anticor
po e uma funcao da constante de afinidade que e definida como o recipro
co da concentracao molar do antigeno 1ivre a metla saturagao do anticor-
po, ou seja, diluigao do anticorpo a 50% de ligacae na presenca de pe-
quena concentracac do tracador A constante de afinidade K deve ser su-
ficientemente alta para que sejam sensiveis na falxa de interesse A L]
finidade da reagao depende do tempo de imunizagae Nao se requer & medi
da de X ou outrps parametros de reacao imunoquimica para selecionar um
anticorpe E necessario somente testes de diluicao em torno de 500 de

ligagao ou relacao BfF = 1

AVIDEZ F a medida da 1ntegridade do complexo antigeno-anticorpo forma
do Os soros individuais preparados contrz determinado antigeno, espect
almente antﬁgenu proteico, multas vezes difere em avidez, isto e,em sua
capacidade de combinar e formar complexos estavels com o antigeno Estas
diferencas podem ser demonstradss por diluicao das misturas antigeno-an-
ticorpo Nessas condicoes as concentracdes do antigeno e do anticorpo

Hvres ficam diminuidas, resultando em dissociacao dos complexos  1mu-
nes A dissoclagao e menos 1tensa em anti-soros mais avidos A sensibi-
l4dade do ensaic depende tambem da atividade especifica do antigeno mar
cada (Ag*], ou seja, quanto major a atividade especifics malor a possi-
bilidade de d1lu1cao do anti-soro para se obter 50% de 1igacao 0 anti-
sorp nao diluido e aliquotado e estocado em congelador por mais de uma
decada sem perda da potencia Rotinelramente preparam-se 50 ml de solu-
cdo estogue 1 1 000 em solucac salina adicionando 100 pl de soro de co-
bata para inibir perdas de anticorpo por adsorcao ao frasco e mertiola-
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to 1 5 000 como conservante A solucao estogue e guardada em geladeira
e usada para varias diluicoes por muitos anos Este e um anticorps po-
l1clenal Em algumas situagles seria desejavel que em lugar de um anti
corpo policlonal pudessemos trabalhar com um anticorpo moncespecifice
produzido por um unico Tinfocito, ou clone dele derivado, ou seja, um
ant1corpo monoclional
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3 ANTICORPOS MONOCLONATS

Em principio a producdo de anticorpos moneclonals poderia
ser glcangada pelo isolamento e cultura de clone Ha pratica esse pro-
cesso e Inviavel pols os linfocitos B sao celulas que nas se mantem em
cultura por mals de alguns dias

Em 1975 Kohler e Milstein encontraram uma forma original e
ra contornar ¢ problema Em lugar de cultivar linfocitos opromoveram a
fusao dos linfocitos B cam celulas neoplasicas de mieloma As celulasil
bridas resultantes, denominadas htbridomas, possuem as mesmas caracte-
risticas das celulas parentals, sintetizam anticorpos e mantem-se em
cultura por tempo 1ndeterminado

CELULAS NEOPLASICAS DE MIELOMA Sao celulas malignas e crescem em cul-
tura de tecido Possuem todos os magquinmismos s1nteticos necessarios &
traducac da 1nformacao genetica dos linfocitos B Se prestam ao culti
vo mas secretam grande quantidade de imumoglobulinas, ou seja, anticor
pos, exatamente por serem linfocitos B Estes anticorpos san monoclo-
nais, poi1s resultam da proliferagao e secrecan de um unico clone de ce
Tulas Nao possuem especificidade 1dentificavel, certamente ndo para o
antigeno de 1nteresse sao monoclonais para os quals o linfocito que
sofreu transformagac neoplasica estava programado Recentemente conse—
guiu-se mutantes desses mielomas que nao secretam antilcorpos Sao 1in—
focites neoplasicos nao produtares Sobrevivem em cultura & sao usa—
dos na fusdo celular com linfocitos nao neoplasicos Tres linhagens de
mieloma, derivadas de camundongo, sac normalmente usadas Essas 11nh5
gens de celulas mutantes ja estao estabelectdas em cultura S5ac linfo-
citos neoplasicos nao produtores usados na fusao celular com Tinfoci-
tos nao neoplasicos A fusao celular resulta na produgcaoc de anticorpos
que possuem somente as caracteristicas dos linfocitos ndo neoplasicos
As celulas de meloma atuam como um fator da expressac da 1nfurmaciog§
netica das celulas do amimal imunizado, naoc contribuem com nenhuma por
cao do anticorpo

LINFOCITOS MAD NEOPLASICOS 0Os linfocitos imunes sao obtidos atraves da
imunizagao em animais de laboratorio por tecnicas imunclogicas conven-
cionais Para a obtengan de anticorpos com a especificidade e titulo de
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sejados, imunizam-se varios anima1s, camundongos da linhagem {sogenica
BALB/c ac mesmo tempe Os camundongas sao injetados intraperitonealmen
te com o antfgeno em adjuvante completo de Freund em Intervalo de 3 se
manas, seguidas de uma 1njecac intravengsa 3 dias antes de realdzar a
fusao celular, 1sto porque as celulas em fase de crescimento logarit-
mico (multiplicagao ativa) fornecem uma fonte de celulas em um estado
metabolico altamente reprodutivel £ necessario sincromizar a fusdo com
o maximo de proliferagao das celulas formadoras de anticorpos 0 desen
volvimento da resposta imune dos anmimais in)etados pode ser apreciada
testando-se @ sorp do animal por diferentes tecnicas (1muncensato ELI-
$A&, imunofluorescencia, radioimuncensaio? levando—se em conta as faci-
Trdades operacionals A resposta 1mune do amimal e policlonal Selecis
nam-se os melhores respondedores Alguns destes animars asswm sefeciona
dos servirap a producao de anticorpoe policlonal Qutros serao emprega-
dos nos experimentos de fusao celular

FUSAG CELULAR Em condigcoes esterets o animal imunizade e sacrificade,
sey baco removido e dele e preparada umz suspensao de celulas ricas em
Tinfocitas imunes Apos misturar estas celulas com as de mieloma, uti-
Ttza-se polietilencglice] (PEG) para & fusao celular Acontece que os
eventos da fusac celular sac incontrolaveis Poderao fundir-se )infoci
tos com linfocitos, mieloma com mieloma e 1infocitos com mieloma Algu
mas celulas de 1infoci1tos e de mieloma nap se fundirao As celulas hi-
bridas de interésse, LINFOCITO-MIELOMA sao selectonadas atraves do cul
tive As celulas hibridas linfocitos com linfocitos e os Tinfocitos qe
nag se fundiram nao crescem em cultura e sao automaticamente elimina-
das 0s hibridos meloma com mieloma que ndo se fundiram sdc elimina-
dos etraves do cultive em melo seletivo HAT ¢hipoxantina, aminopteri-
na e timidina) Isto acontece porque & celula para se reproduzir deve

sintetizar uma melecula de DNA (acido desexirribonucleico) A sintese

do ONA e feita por 2 vias metabolicas via de nowvo e via de smdvagao

fara a sintese de DNA pela via e agddvacan 8 necessario o enzima

HGPRTase (hipoxantina guanina fosforribosil transferase) cod!{ffcado

por um gene localizado no cromossoma X Mielomas mutantes tem mutacoes
exatamente neste gene de modo que nao possuem o enzima HGPRTase e  so
podem sintetizar 0 DNA pela via de novo Ocorre que a aminopterina, um
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dos componentes do meio seletivo HAT tem a propriedade de 1mibir a siﬂ
tese de DNA pela vla de aovo Sendo geneticamente 1ncapazes de sintetl
zar o0 ONA peta via de scdvacae e estando a via de novo bloqueada pela
aminopterina as celulas de mieloma desaparecem da cultura Como os ge-
nes dos Finfocitos possibiTitam a formagac de HGFRTase normal,embora a
¥1a de nove esteJa bloqueada a sintese do DNA pode ser feita pela via
de sadvagaa assim o8 hibridos LINFOCITOS-MIELOMA sac as unicas celulas
a sobreviverem Desta forma na cultura restarao apenas os hibridos LIN
FOCITOS-MIELOMA Muttos hibridos rac produzirac anticorpos porque das
fusdes ao acaso pode ficar excluido do hibrido os cromossomos das Iyﬂ
focitas responsavels pela codificacac dos anticorpos Outros hipridos
produziran anticorpos das mars diversas espectficidades contra quals—
quer antigenos a que ¢ camundonga fornecedor de Tinfocites munes tenha
s1do exposto em sua vida Apenas uma parcela de hibridos produzira an~
t1corpos contra o antigeno desejado Portante entre os milhares de hi-
bridos e necessario Separar Apenas 0s hibridos pradutores de anticorpas
centra o antigeno desejado

SELECAO DE HIBRIDGS PRODUTORES DE ANTICORPO DESEJADD Deixa-se a sus—
pensac de celulas fundidas crescerem por um certo periodo para que s
hibridos se multipliquem aumentando a sua populagad Ressuspende—se a
cultura em meto de cultivo para obter uma Suspensac extremamente dilqi
da Amostras desta suspensao sac distribuidas em placas de plastico o
tendo 96 pocos  Apos o desenvolvimento das colomias nos pogos testa—
se 0 sobrenadante dos hibridomas para avaliar a presenga de anti¢orpos
de interesse Testes disponivels Imundenzimatice ELISA, ymunofluores—
cencia e radiovmunoensale Identificados os pocos que contém hibrdomas
positivos para a producac do anticorpo de interesse faz-se a clonagem

por d1Turgao limitante, ac nivel de uma unica celula, observavel em mi
croscopio Tnvertido dbtendo-se um poCo com uma unmica celula todas  as
celulas oriundas da sua multiplicacac pertencerac a um mesmo ¢lone 0%
ciones originados da celula produzirao anticorpaos monoclonals Selecio
nam-s5e o5 melhores clones A quantidade de anticorpes de um pogo e mi-
nima mas usando-s5e tecnicas de laboratorio apropriadas pode ser amplia
da wn vetao pela cultura de tecide convencional ou in veve por inocula
¢ao na cavidade peritoneal de camundongos isogenicos BALB/C Esses hi-
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bridos, sendo celulas neoplasicas se multiplicarzo na cavidade como se
fossem tumores, mielomas, e secretarao anticorpos para a cavidade ol
do ascitico)

A principal diferenca entre o metodo de produgao  «a vifao
{cultura de tecidol e o metodo «» vive {camundonges fsogenicos BALB/¢)
e & malor concentragao de anticorpo monoclonal wn vive

Embora a producac de anticorpos monoclonats por fluido as—
citico (in veve) seja lenta, de alto custo e ser o sistema por cultura
de tecido (un vetao) na producac de agentes biologices uma atraente pos
s1b1T1dade para producag de anticorpos monoclonals em larga escala,ate
o momento ¢ usp de Flulde ascittee (un vivs) para producas de anticor
pos monoclonals, a partir do hibridoma, continua sendo o procedimento
de escolha para a produgac em larga escala 0 mator fator limitante pa
ra este t1po de producao e a necessidade de um numero elevado de CEMUN
dongos pol1s o pequenc tamanhg do anmmal e consequentemente ¢ paquens
volume de fluido ascitico obtido por camundengo (2-5 m1) exigem espago
e cutdados mutto especiatrs com o animal

0 fato de ser essa prodygac laboripsa e de alto custo e 1m
portante efetuar controles de gqualidade para a seéquranga de um bom e
consistente fluide asetttee rico em anticorpe monoglonal Torna-se ng
cessario monitorar a qualidade das CELULAS DE HIBRIDOMA e as COLONIAS
DE CAMUNDONGOS usados no processo de produtac

CELULAS DE HIBRIDOM&  Um requisito essencial para a produgdo de anti-
corpos monoclonals e a obtengao de um ¢lone de celulas secretoras  de
anticorpo estavel utilizando celulas que tenham s1do clonadas 2 a3 ve
res £ vantajoso tambem ¢ usg de ¢lanes que produzam larga quantidade
de anticorpo Sempre gue possivel esta caracteristica deve estar entre
os criterios para a selegac da populacas original das celulas fundidas

Uma vez selecionado um clone, as celulas precisam crescer on vefao por
algumas semanas e serem caracterizadas extensivamente Embora os hibrl
dos selam uynrostgis & de boa pratica wonitorar culdosamente a idade das
celulas i vetso A secregao do anticorpo pode ser caracterizada blo-
quimicamente para garantia de que o clohe permanece consistente e gene
ticamente estavel As analises incluem caracterizacao eletroforeticas

da secrecao de imunoglobulinas assim como a reconfirmagao da classe ou
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subclase da imunoglobulina As celulas de hibridoma usadas na produgao
de anticorpos monoClonals precisam ser tambem monitoradas, rotingramen
te, guanto a presen¢a de contaminantes que nao podem ser detectados mi
¢croscopicamente como micoplasma {0s menores organismos de vida v e

viroses do camundongo

COLONIAS DE CAMUNDOKGOS Qutro ingrediente essencial para a obtencan e
um bom anticorpo monoclonal, contido mo fluido ascitico, e a saude do
camundongo usadc Somente os camundonges BALB/c 1sogenicos sazo conside
rados adequados Adequado signtfica uma procriagac culdadosa de camun-
dongos de uma colomia cu)a composigao genetici seja rotineiramente mo
nitorada Significa tambem camundongos saudaveis, livres de ecto e en-
doparasitas, viroses & bacterias patogenmicas O tamanho e a idade do
camundongd precisam ser cuidosamente considerados Amimats de 6 a 8 se
manas pesando de 15 2 20 g sao os de escolha Os anmimails muto novos, a
lem de pequenos, nao estac Interramente 1munocompetentes o que impede
2 monitoracao da presenca de anticorpo contra patogeneses no seu Soro
Embora nac haja diferengas genericas entre camundongos machos e femeas,
as feémeas séc preferidas por apresentarem menor agressividade noseuter
ritorio

PROCEDIMENTOS IMUNOQUIMICOS O desenvolvimento da TECNOLOGIA DE HIBRI-
DOMA & a subseguente dispomibitidade de anticorpos monoclonais contra
um unico determinante antigénice de alguns antigenos associados a tu-
nor revitalizou a idefa do seu use un vers cOmo reagentes 1Munologicos
na fdentificacao de antigenos tumorals [ obvio gue antes da sua apli-
cagdo clinica e necessario que se realize alguns procedimentos imunogu!
micos para cada anticorpe monccional como uma contribuigao preliminar
para sua apiicacao especificea em imunocintigrafia
constam desses procedimentos

T Purificagdo de anticovpos monoclonais para 1solar a fragao de 1Mung

globulina IgG

Redugao da molecula de IgG purificada
3 Estudos analiticos por eletroforese em gel de poliacrilamida dodecd

sulfato de sodio (SDS-PAGE)
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4 PROCEDIMENTOS IMUNOQUIMICOS
{Metodalogia?

1 Purificacao de anticorpos monoclonals  procedimentos usados

0 conhecimento da classe ¢ subclasse do anticorpo ¢ de gran
de valia para a escolha do sistema de purificacao Um modo simples pa-
ra determinar a classe de anticorpo e via ANALISE ﬂUEHTERLﬂNY,d1fu550qE
pla rad1a) com formacao de linha de precipitacao no agar N pogn Cen-
tral coloca-se solucao contends a Imunoglobulina e nos pocos periferi-
cos classe especifica de anti-soro anti-1munoglobulina tMeloy,Nordic ou
outros fornecedores? Alternativamente,a classe de anticorpn pode ser
determinada por radicamunocensato, ligacao enzimatica ELISA ou mmunofiu
orescencla mdireta com classe especifica de anticorpos flucrescentes

A descrigao dos processos de purificacao concentra-se nas
1g6 e IgM, as classes encontradas com mais frequencia Afortunadamente
a Ig6, anticorpo mais comum, e tambem o mars faci1l de se purificar

Os anticorpos monoclonats podem ser purificados por uma va
riedade de procedimentos
1- Precipitacac com sulfato de amanio

2- Precipitacao com ac1de caprilico

3- {romatografia de troca ionica

4- Gel filtracao

- Afinidade cromatografica em Protelna A-Sepharose

1- Precipitacac com sulfato de amonio

E um metodo antigo e mutto usado na purificagao de 1munalo
bulinas Tem como base a precipitacao dessas moleculas, que outras pro
teinas sericas, com o sulfato de amonio A precipitacio de imunoglobu-
11nas por sulfato de amomio, apesar de efetiva e simples, apresenta al
guns pontos tecnicos que podem 1nfluencrar fortemente o grau de purifi
cacaoc obtida De preferénc1a ad1ciona-se lentamente a solugao aquosade
sulfato de amonio saturada para evitar que uma concentracao local al-
ta provoque preciprtacoes i1ndesejavels de pruteinas, coma a albumina,
dimnuindo asswm o grau de purificacae 0 sore a ser fracionade e colo
cado em recipiente com agitador magnetico A agitacao deve ser lenta pa
ra nao denaturar a prnteina & solucao de sulfato de amonic saturada e
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adicionada gota a gota e cada gota deve ser dispersa antes da adicac da
proxima Quande a concentracao de sulfato de amonio alcanca cercade 20 de
saturacac o sora comeca a se tornar leitose A maloria das 1munegohu-
11nas podem ser purificadas por 35-40 % de saturagac ainda que ocasio-
nalmente possa ser necessarin 50% de saturacas Concentragoes altas,a-
lem de nao aumentarem o rendimento das 1munoglobulinas, podem  causar
aumento de concentragac por outras proteinas especialmente a albumina
Apos agitacao lenta de 15-30 minutos a suspensao e centrifugada a2 g
0 precipitada e lavade 2 a 3 vezes com sulfato de amomio a 50% de satu
racac para reduzir a contaminacac com proteinas nao munoglobulinas Fi
nalmente ¢ precipitade e dissolvido em PBS (tampao fosfato salina) Co
mo o5 tons de amonio podem wnterferir com procedimentos subsequentes
530 removidos por dialise {ovesnight) contra 500-1 000 volumes de PBS

2- Precipitagac com acide caprilico

A adicao de acido caprilice ao soro pode prectpitar muitas
proteinas sem afetar a IgG podendo assim ser um melo eficiente para a
purificacao dessa molecula A adicao do acido capri11cn ac fluldo asqi
tico, gota a gota com agitagac constante, resulta na formacao de unm pre
cipitado  Apos centrifugacac sae encontrados no sobrenadante cerca de
20 a 40% de concentracic protéica do material inicial 0 sobrenadante
e Filtrado em f1ltro Mil1lipare 0,45um 2 dralizado a 4°C em PBS A recu
peracao delgh determinada por radioimunoensaio e de 60 a 80% O titulo
do anticorpo no sobrenadante, medido por ensaro de Tigacap, e cerca de
2 veres malor que no material 1nicial A eletroforese em gel de poll
acrilamida duodect] sulfato de sedvo (SDS—PAGE) para proteina fria e
radioiodada mostram gque os malaras componentes sa0 as cadelas pesada e
leve de Igh A precipitagae pelo acido caprilico para purificar anticor
po & rapida e simples como a precipitacde com sulfato de amonic A sua
malor vantagem esta na menor formagao de agregados quando comparada ao
metodo de precipitagac com sulfato de amomio

ASSOCIACAD DOS 2 SISTEMAS DE PRECIPITACAOQ

0 sobrenadante obtido apos precipitacao com actdo caprili-
co & filtrado e esfriado a 4°C Sempre & 4°C, adiciona-se lentamente e
50b ag1ta¢§a constante, solucao de sulfato de amonio 27,7% Apos cenr1i
fugacao despreza-se ¢ sobrenadante e o precipitado e ressuspendido apo
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simadamente a 1/10 do volume wnici1al de ascite Procede-se a  dialise,
oveandght, contra PBS

3- Cromatografia de troca Tontca

A cromatografia de troca Yonica ¢ um metodo de purificagande
munoglobulinas muito usado expertmentalmente para a purificaca¢ de Ig6
Una coluna de 10 ml pode mantpular facilmente 100 a 200 mg de protelna
As resinas de troca 1omica modernas sao de baixo custo facels e simples
na sua preparagac 0 tamanhe da camada de resina sera determinado pela
massa de proteina a ser 11gada 0 modelo da coluna nao e 1mportante Pre
param-se colunas adequadas com seringas de plastico descartaveils As §
munoglobulinas sas em geral suficientemente resistentes a agao de prote
ases & a cromatografia de troca 1onica pode ser realizada a temperatura
amb1ente

§- Gel filtracao

£ a tecnica de separacac de molecula de tamanhos diferentes
pela passagem em coluna de gel Gel f1ltracao separa as proteinas de a-
cords com o pesa molecular As moleculas malores, por Exalusﬁo, Moy em-—
se rapidamente sende eluidas em primetro lugar £ um procedimento sim-
ples com capacidade de boa recuperacao, entretanto, resulta numa grande
diluicdo da amostra e um fator menor de purificacao que a troca 1onica
ou afinidade cromatografica O sistema de gel filtracae na purificacao
de 1g6 funciona wmafs como auxtliar para outros metodos quando se faz ne
cessario um elevado grau de purificacac Mo entanto tem um papel impor-
tanta na purificacao de IgM

SELECAG DE GEL ADEQUADD

A utllidade dos geis cresceu enormemante nos ultimos ancs Os
Principais tipos sao dextran granulado (Sephadex), acrilamida (Bio- gel
#), agarose (Sepharose-Bio-gel A) e vartas combinacees desses gels Se-
phacryl e uma mistura de dextran e acrilamida Sephacry! e Ultrogel sao
muito majs resistentes para compressao, faceis para o empacotamento e
sap fornecidos com pre-intumecimento Sephadex e fornecido como um pose
o} precisa ser fmtumescido, antes do uso, em grande guantidade de agua
Gel filtracao de imunocgiobulina pode ser felta a temperatura ambiente A

reselugcao em gel f1ltragac e criticamente dependente de um bom preparo
da coluna
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Geis adequados para separacao de 1munoglobulinas e seus fragmentos

Inunoglobulina Peso molecular Gel filtragae
IgG 160 000 Sephacryl S-300(Pharmacia)
IgM SQ0 000 Sepharaose 6B (Fharmaciad

Sephacryl S-500 (Pharmacia)
Htrogel AcAZZ(LKBR)

Fragmento Fab 5¢ 000 Sephadex G- 100{Pharmacia}
Fragmento Fiab ). 100 000 Sephacryl $-200 ou 5-300
(Pharmacia)

£~ Afimidade ¢romatografica em Proteina A-Sepharose

£ um dos metodos mals usados na purificagao de anticorposmo
noclonats  Apesar de necessitar de equipamento especral como coletor de
fracoes monitorado com ultra vipleta e acesserios este e um equipamento
padrac que a maiorra dos laboratorios broquimices possue E metodo & es
colha para purificacao de subclasses apropriadas de IgG (Igﬁza, IgEEb e
IgGy) A prateina A e uma proteina produzida por 1inhagens de Szapiydo-
coccus auzzena A proteina A e ligada covalentemente a Sepharose {Protei

na A-Sepharose)
Condigoes para ligacao da proteina A-Sepharose

- -

[t aubclasse Especies Ligacan Eltngan
u
]gﬁl camendongo pH » B,0 pH < E,0
Inga camundango pH » 7,0 pH < 4,5
IgGEh camundongo pH » 7,0 pH ¢ 3.%
igﬁa camundonge pH » 7 pH © 4,5
[gE1 ratn llgac;n fraca e variavel
pH 8,0

IgE2 ratp tlga;io fraca = wariavel a

¢ pH B D
IgEZb — Ligapae mutte Fraca @ pH B,0
Igh t H» .0
q 2 rate P .

» - -
Por apresentar ligagae Frequentemente baixa & variavel, esta tecnica nao & recomenda-

da para Igi Ccanundengo) Recentengnte, porem, Bio Aad produriv um nove sistema para
purlf1na¢an_de IqG_ (caeundonge} em Protewra A—hgarese Desde que muites antitorpas ng
no¢lenais sao IgE1 este s1sbema pode torrar-se bastante papular
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¢ fracionamenta de anticorpos monoclonals por afinidade cro
matografica oferece excelente purificagao mesmo que a amostra estejamd
to eluida A recuperacac da proteina e independente do volume da amsbra
A principal desvantagem da afinidade cromatografica e o seu alto custo,
porem como as colunas de afinidade podem ser usadas repetidamente (40-60
vezes) sem deterigracac ou mudanga nas propriedades de 11gacao, ¢ custo
por separacao diminue com o aumente do uso O anticorpo monoclonal indi
¥idualmente possue propriedades diferentes e e 1mprovave)l que as mesmas
condigoes de ligacao e elulcao sejam aplicavels a todos os casos E 1m-
portante examinar as condicoes de 11gagao e eluigan para cada anticorpo
individualmente

Coluna de afinidade cromatografica para anticorpos pode ser
dividida em 4 fases importantes pre-ciclagem, ligagao, lavagem e elul-
£ac

A afinidade cromatografica em Proteina A-Sepharose e prefe-
rida pela alta capacidade de 11gacao, condigoes de eluigac e disponibi-
11dade comercral A concentracao da IgG e determinada espectrofotomatri
camente pela absorbancia especifica da solugac a 280 nm usands 1% pifv,
1 cm=14

Em situagoes nas quals o anticorpe monoclonal nao se lga a
Proteina A usa-se outro sistema de purificacac

? Reducao da molecula de Imuncglobulina (IgG) purificada

Todas as classes de imunoglobulinas sao representadas  por
um modelo basico constituide de duas cadeias polipeptidicas leves L
(leght) de peso molecular aproximadamente de 23 000 daltons e duas ca-
delas pesadas H (heavy) com peso molecular variavel entre 50 00D 275000
daltons, dependendo da classe a que pertence o anticorpe Quaigquer clas
se de imunoglobulina pode ser utflizada para o estude da estrutura por-
que em todos os casos o mecanismo baslco de 11gacao molecular entre an-
tigeno e anticorpo e o mesmo lgG por sua malor concentragaoc no soro e
facil gbtencac foi a classe de imenoglobulfna mads estoudada Uma globu-
11na da classe 1g6 com peso molecular = 150 000 daltons e constituidade
4 cadelas peptidicas 1igadas entre st por pontes dissulfidicas Das 4§
cadelas, duas saoc majores e por isto chamadas cadeles pesadas H {de femu)
e duas menores Jeves L (de Lighd) Alem dissc existem ainda l1gacﬁesdi§
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sulfidicas intracadeias Cada cadeia leve e cada cadela oesada contem u
ma reg1ac cunstante na sequencia de aminoacidos, caractertstica de cada
especie, chamada de reglao C Cada cadeta tem tambem uma regiao ¥ onde
a sequencla de amnoacidos parece ser diferente para cada anticorpo es-
pecifico As regioes constantes das caderas pesadas possuem 3 dominios
distintos CH,, CH,, CH, Cada cadela possue uma porgzo aminoterminal e
a oposta e carboxiterminal Nas por¢oes aminoterminais de cada celulade
IgG estao os sities de combinacao especifices para o determinante antige
n1co gque 'nduziu sua sintese

0s anticorpos monoclonais e subclasses de  imunoglgbutinas
1g6 sao ut111zados . veieo em uma varledade de ensalos Jmuncquimicos e
i vievo comd agentes diagnosticos e terapeuticos Em muitos casos £ ne-
cessario a preparagao de fragmentos Fab e Feab ). de anticorpo para o
Sy Use comp agente Ymunologice

Esquema da estrutura e hidrolise da molecula de Igh

Clivages pela pepsing

{

—_—— Flah 1} ——— g
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Clivagen pela papaina

L d1ge5t;n anzimatica cen pepsing remove parte da reg:én constanke d4a Igh para pre—
duzir on Fragnento Flab 1 A dlgestin enziNakira #Apn papaina Fraciena 3 nolecula en
2 fragmentns Fab e um fragnento Fc intasztg A separacza dos fragmentos pode ser efg
tgada por crenatagrafia de afFinidade proteina A-GSepharose e cremateprafia de  Eroca
1anica
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Jsanda tratamenta enzimatico a molecula de lgG pode ser gud
brada em varias partes produzindo o que se convencilonnu chamar de frag-
mentos de 1munaglobulina A hidralise enzimatica tem s1do wsada por mui
tos anos para analise 1munogquimica de 1munoglobulinas, principalments pa
ra taracterizacap de subclasses de [q6 Mais recentemente o desenvolv]
mento da tecnologtla de Mibridomas € o uso de anticorpos monociorals pro-
duzidos em camundonrgnas, de especificidade e subrlasse definidas,tornou-
se particularmente significante o canhecimento detalbado desta amalise
E maroria dos antrcorpos monoclonals pertemcem a uma das subclasses de
[g6 £ em mJItOS Cas0s A preparacad dos fragmentos por clivagen prUtEUli
tica de igG e necessaria para 0 Sey us) Comg veagentes 1munologicos  em
varios contextos ¢linicas Jevido ao fato dos anticorpos monoclonals ie
rem produzidos em camundongos BALB/c 1sogénicos  pots ate o momento, em
bora com progressas neste sentido naoc se conseguiu a 11rhagem humana a-
dequada aos experimentos da fusao como as 1inhagens de camundongos, a
sua administracao em paclentes pode resultar ma formacao de anticorpos
ant1-murino  Quando se 1njeta anticorpo de uma especie animal em  outra
esta ultima o reconhecera como substancia estranha, ou seja, como um an
tigenﬂ e contra ele produzira anticorpos anti-1diotipicos porgue reco-
nhecem o 1dictips (porgao do anticarpo  anticorpo 1- que contem os  Si-
tros de li1gacac do antigeno) produzindo reagtes Mipersensivels Estas rea
coes  porem, nan comstituem fFator 1imitante para a aplicacac desses rea
gentes 1munclogicos pols as 11gagaes 1nespecificas e respostas alergicss,
via reqlaoc Fc, s3o evitadas com a remo¢ao deste fragmento

fs cond1coes ot1mas usadas para geracac de fragmentos atives
de anticorpo, Fab ou Fiab 3, wvariam de especie para especie e dependem
da especie animal usada e da suoclasse especifica de IgG que e digerida

CLIVAGEM PAPAINICA (Stanworth e Turner, 1978)

Papaina € uma protease tiol, 1sto e, possue um grupd SH ne—
cessitando assim da presenca de um agente redutor para a sua ativagao A
atao redutiva sobre as partes dissulfidicas e extensao desses efertosde
pende do agente redutor e da sua concentragan A digestao de IgG pelapa
patna fragiona a molecuta de Igé em 3 fragmentos, ? designados fragmen-
tos Fab e 0 outro fragmento Fc Qs fragmentos Fabh sao possuidores da a-
tividade especifica do antrcorpe O fragmento Fe intacto nao tem capaci!
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dade de se 1igar a antigenos mas possue propriedades quimicas que !heper
mite desempenhar mportantes funcoes biologicas podendo ativar varios
componentes do sistema imunologico

CLIVAGEM PEPSINICA ¢Lamoyi e Nisonoff, 1983

Pepsina e uma protease nao especifica gque e ativada somente
em pH acido e e denaturada de forma Irreversivel a pH neutro ou alcali-
no A digestac peptica de imunoglobulinas e largamente usada para a pre
paraczo de fragmentos bivalentes de anticorpos [gG porem sem a  reglao
Fc MNap Ha necessidade de usar redutores A produgac de fragmentosFab )
de anticorpos monoclonals e conveniente pos estes fragmentos contem 2
sit1os de ligacao ac antigeno A preparacap de fragmentos F(ab 3, varia
de acordo com a subclasse de IgG

Apos a purificacao da imunoglobulina, por tecnicas converde
na1s, a hidrolise enzimatica ¢ desenvolvide em diferentes tempo,pH,ra
a0 enzima-substrato para as diferentes subglasses de Igh Isto enfati-
za a necessidade de estudos preliminares de cada IgG que e submetida a
digestac peptica Os fragmentos F{ab )}, na preparagao sao separados da
IgG intacta por protetfna A-Sepharose e cromatografia de troca fonica

SEPARACAD EM PROTE[MA A-SEPHARDSE

No caso de subclasses de Igh com forte afinidade para pro-
telna A o material digeride e aplicado a coluna de proteina A-Sepharoe
0s fragmentos Fab passam atraves da coluna enquanto que Fc e IgG nac di
gerida ficam 1igades @ fragmento Flab) & gotejado atraves da coluna A
pos retorng a linha basal o Fc e Ig6 nao digerida sao eluldos com tampa
adequada

-

Flab}

Fe

ODensadade optica 280nm

Volume
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SEPARACAD POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Metodo de escolha para as subclasses de IgG que nao se 1i-
gam a protefna A 0 material digerido e passado atraves da coluna de
DEAE-celulose 0O fragmento Fab geralmente mais basico que Fc e Igh 1n-

tacta e elufdo em primeiro lugar seguido pela IgG que nao digeriu e fi-
nalmente Fc

E Tgh 1ntacta
3"} I,
o F{ab) Vol
1 o
- A
e 1} [
1 1
1] 1
'g : 1 Fec
= |
- ]
E . ‘ R
gL\ -
Yolume

3 Estudos analiticos por eletroforese em gel de poliacrilamda dodecil
sulfato de sodio (SD5-PAGE)

Para a garantia de sucessc aos experimentos futuros a pure-
za da imungglobulina (IgG) e seus fragmentos, assim como a digestao en-
zimatica da IgG, sao monitoradas por SDS-PAGE A tecnica de SD5-PAGE e
largamente usada na separacao de proteinas e tem como preceito a compa-
racao da mpdalidade eletroforetica de proteinas padrao de pese molecular
conhecida com amostras de pesos moieculares desconhecidas Entre os va-
rios slstemas de SD5-PAGE descritos o mais comumente uwsado e o sistema
descontinuc 1ntrodurido por Laemm 11 em 1970 para eletroforese em dism,
adaptado posteriormente {(Studier, 1973) para eletroforese em placa Es-
te sistema e caracterizado por ume descontinutdade no pH do tampac e no
tamanho do poro do gel de poliacrilamida 0Os reagentes essenclals em to
da aplicacao de gel de poliacritamida s3c acrilamida, bis-acrilamida,
perssulfato de amdnic e TEMED (tetrametilenc dryamina)
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SISTEMA PERSSULFATO DE AMONIOQ

TEMED & usado para a polimerizacac do gel de poliacrilami-
da A polimerizacac s$o ocorre apos & adigao de um fmicyador (perssultfa
to de amonio) e um catalizader (TEMED) O TEMED cataliza a formagio de
rad1cals livres e o perssulfato de amonie por suz vez iniciz a polime-
zagao Neste s1stema sao preparados 2 tipos de gel o stacking gel cam
poros grandes & pH 6,8 onde a amostra & concentrada e o running gel cam
poros pequencs e pH 8,8 onde as amostras sap separadas em seus compo-
nentes O tamanho dos porgs do runming gel e influenciado pela concen-
tragac da acrilamda na mistura de polimerizacas O tamanho do poro do
gel diminue com o aumento da concentracap de acrilamida Concentracoes
altas de acrilamda (10-12%) sac usadas ne separagac de proteinas de
peso molecular baixo Concentracoes mais baixas de acrilamida (5-8L)
san usadas para separagan de proted{nas de peso molecular alto O tama-
nhe do poro do running gel pode ser ajustade conforme a heterogeneida-
de do pese molecular da amostra A maror vantagem deste sistema esta no
fato de as mostras serem concentradas atraves dos poros grandes do
stacking gel A simplicidade e velocidade do metodo e o fato de se pp
der usar amostras de protelnas a nivel de mferogramas torna o SDS-PAGE
metodo de escolha para a determinagao da complexidade e dos pesos mﬂlg
culeres dos constituintes polipeptidicos na amostra de proteina

EQUIPAMENTOS NECESSARIOS AO DESENVOLYIMENTO DO SOS-PAGE
Consistem de
? reservatorios (i1nferior e suparior) para solucoes tampio

T par de ptacas de vidro Uma das placas possue uma chanfradura na

i

borda de cima

t

3 espagadores de acrilico usados dos lados e na base das placas lcra
das nas bordas com agar 3% derretido e unidas por & pingas

f

0 running gel & formade entre as 2 placas de vidro
8 espacador, a0 longo da base, e removido apos a polimerizagac dg gel

de poliacrilamda e antes da eletroforese

No stacking gel usa-se um pente de acrilico para moldar as pequenas
fendas onde as amostras sac aplicadas
- Seringas (microlitros) para coleocar as amostras no stacking gel

Pipetadores com ponteiras descartavels
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- bomba de wacuo
REAGENTES E SOLUCOES ¢Tabela 13

Procedimento

- Running gel selecac da concentracao de acrilamida {Tabela 23

- Stacking gel (Tabela 3

- Preparacac da ampstra (Tabela 47 Usa-se um sistema tampao com a f1-
nalidade de dissociar toda proteina em polipeptideos, subumidades in
dividuats 0 agente de d1ssociacao comumente usado e ¢ detergente 1§
nico dodecil sulfato de sodio (505 O complexo SD5 polipeptideo pos
sue densidade de cargas identicas e migram no gel de poliacrilamida
de porosidade rigorosamente de acordo com o tamanho do polipeptideo

- Coloca-se o gel no reservatorio inferior com a chanfradura voltadapa
ra frente tendo por cobertura o reservatorio supertor

- Enche-se ¢ reservatorio 1nferior com tampao eletrodo Algumas bolhas
que aparecem entre as olacas na base do gel sac removidas com  serin
ga e agulha argueada

- Enche-se o reservatoric superior com tampao eletrodo

- Promove-se a corrida eletroforetica (100 V corrente constante) a tem
peratura ambiente ate que 2 linha azul de bromofennl atinja a base do
gel (4-5 hsy 0 eletrodo inferior € o anodo e o superior e o catodo

- Desliga-se a corrente, remove-se o gel e descarta-se o stacking gel.
Reserva-se o tampao eletrode 505 usado no reservatoric inferior para
a proxima corrida

- Coloca-se o runming gel em recipiente contendo corante (0,2% de azul
Coomassie para localizar as bandas de proteina) UDecanta-se e quar-
da-se ¢ corante para uso futuro

- Descora-se o gel com solugao descorante

AMTICORPD POLICIONAL YERSUS ANTICORPO MONOCLONAL

Parece paradoxal tecer comentarips sobre antiCOrpo conven-
cional apos o advento dos anticorpos monoclemals  Ambos, anticorpos po
11 e monoclonal, possuem propriedades especificas para uma situacao par
ticuiar A natureza dessas diferentes propriedades precisam ser bem en

tend1das para o usc adequado desses anticorpos E erradn supor que os
anticorpos monocionats substituiras completamente a serologla convencg
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nal Frequentemente o esforgo exigido nae se justifica Para alguns pro
positos, com maior simplicidade na sua producac, o anticorpo convencig
nal (policlonal? pode apresentar um bom desempenho A especificidadedo
sorp mune depende de mylhares de produtos clonals que se ligam a2 desr
minantes antigenicos cobrindo a maioria da superficie do aﬂtigenu Ae-
s\m pequenas trocas na estrutura do antigems nag trara 1nfluéncras na
sua 11gacao ao anticorpe A produgcac de anticorpos momoclonals e consi
deravelmente trabalhosa, antes e apos a fusao ecelular Milhares de tes
tes sao feitos antes de se alcancar o clone 1mortal A& extrema monoes—
pec1ficidade dos anticorpos monoclonals, 11gagao para um unico sitiona
molecula do antigeno, pode eliminar a capacidade ligante quando esteqi
t1o e alterado Em alguns casps uma pequena modificagao no anticorpooy
no antigero pode suprimir completamente a ligacac 5e o anticorpo mong
clonal for usado na detecao de proteina no soro humang, pelas tecricas
de radioimunoensaio, ¢ mengr polimorfisme genetico nests proteina oude
paturagac compromete a l1gagao antigenoc-anticorpo, enquanto que com ©
soro 1mune sera minimo este efelto

Comparacap entre soro imune (policlonal) e anticorpo monoclonal
{Strudler & Larson, 1988)

fTeEM SORO IMUNE(POLLCLONAL) ANTICORPO MONOCLONAL

Origem Saro de animal wmunizado Celulas de hibridena {linfocy
to-mle¢lomal de cavundongs

Quantidade Relativamante peqeena Utiliza-se Praticamente 1l1n1tada
un grande numero de animais de la
boratoric
- i - 1
Coaposagao Cantem nistira de anticorpos ok Proteina homogenea monsespecy
afinidade e correlagan varrande de fica
arimal para anymal #e sanqria pa-
Fa LAngrla
Yawtagens A suad pfﬁdu:;d e relativanents fa Produrida atpavas de hibeida-
t1l ma Altn grau de canfranga w
reprodutibilidade
- 1
Aplicagae Radinthurnensilg Inunahistoguinies, ieunedeta~

$30, 1ounoferapia
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Tabela 1

Reagentes e solucoes para SDS-PAGE
fusa-se agua brdestilada na preparacac dos reagentes?

REAGENTES E SDLUCDES
Selugao A {Runnang gel)

ML serilanida, bis—acrilamida

(1 36)

PROCEDIMENTO

g dg acrilamida %g de bis-acrilawida parz 100al
de sl Fstecar 2 &7C protegide da luz

Selugas B
Tanpan tunmiig qtl

hdizienar 18 2g de tris e O,%q de 505 em B0nlde d;0
Titular com HCL 6H ate pH 8,8 Completar o volum pa
ra 100ml de H;0 Estocar a %°C

Salugan € (stacking gel)
0L azrilamida bis-acrilanida
116

0y de acrslanida, 1,65 de bis-acrilanida en 100 al
de Hyl Estocar a "0 protegida da luz

Sclugas D
Tanpar stacking ge!l

boicronas 6,083 de tris & 0 %g de 50% em BOwl de H0
Titular ¢om HCL 6% ake pH B B Cempletar o valumepa
ra 100 nl com HeN Estocar a &°§

sps ML

305 dundecil sulfate de sedic)

g de 505 en 100ml de W0 A solugas deve ser tram
garente e 1ncolor F oestave]l a temperatura ambiente
por varias seranas  Pracipita es geladeira

Pergzulfate de amemo LOL

20ng de perssylfato de amenip en 1,00l do HpO Por
zer wnstavel ceve ser preparado exatamente antes do
5a

TERED

H &N b -tatrametileng

E estavel em splugae nag diluide a 4°C & en frasen
escurg E usade ceng adquirido  t#A manipulagan

Tampao eletrodo
Tampan eletrode

Adicignar g de triz & 115,29 de glicima em 500 ml
da Ha tatular com HCL BN ate pH & 5 Completar o
volume para 1 0DOn. con Hy0 Estocar a 4°C (01 lusgm
by gztogque e D, 1% 505 cencentragas finall

Tampao amostra salubilizante
Camgstra SO5)

Para 1B Sml de HyQ misturar Z,5ml de sglugae O Sal
de 50% 2000 Znd de glicerol 0,1w] de EOTA (0,1N wnm
Hp 01 [stecar peguenas aliquotas =B congelador

Rarcadores de pess molecular

FProteinas padrae disppnivels comercialwente FPrepa-
ran-sm as ampstras de acords tof as mspeclficacoss
dg produter

Solugme fixadora

SO (vfv) metannl, 10L Cvfv! scide acetico  &Oiw/v)
de H4

Solugae corante

1,70 (pfv) Coamassie blue wm salugas fixadera

Solugac descorante

1L Lefe? matannl 7 (wiv) acide ateticn, B3 de
H21

Axul de bromofensl

0,1% (pfv) an Ha D
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Tabela 7

Running gel

0s erececinmentos Labulados sbaixo fornecen volume seficiente para oma pre-
naragac Ytamanha padrac)

Acrilaniga % .0 8,0 10,4 12,5 15,0
Aqua bidestilada {n]] 11,7 q9.7 B,b 57 5,1
Golugan A (mll 113 L 6 & A3 2.9
talugac B (al} 5,0 50 50 5.0 5,0
Perssulfate de amonio (wl) 003 0,3 0,3 0,3 0,3

Bs solugees sap misturadaz € o ar retairadp a vacuo
TENED fpl) Pl 20 20 20 20

Inaediatarente apas a adigap de TEMEC o ruaning gel e rapidamente derrama-
de entre as placas de video ate cerca de O Sem abaisn da chanfradura O gel
¢ Entzo coberte cem 2 agua bidesktilada

Tabela 3

Stacking ge!

fs procedinentogs tabulados abaimp fornegem yolume suficiente de gel 2 ser
poliverizade ne tope de running gel

hgua bidestilada (nl} 3,17
Sulucfu C (ml] 0,51
Selugas D (ml] 1,25
Perssulfata de amonio [ml) 0,08

As solugoes sao misturzdas € o ar rebtirade a vacuo

TEMED (p1) 20

- Remover a cobertura (agua badestiladal do tepo do rumnang gel Teserir o
pente & preencher p espage vazio com solutsn stacking gel Ape: & polime
r:za;;n_n pente ¢ curdadosamente rempuido Ticande expostes o5 pogod para
eplicacan da amostra _
fbservagas A cancentragao de acrilamida no stacking gel ¢ constante in-
dependantenente da :un:entrag;a esealhids para o Punming gel
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Tabela 4

Preparacao da amostra

bgostras de gnlu;aes paﬂrﬁn san diluidas em tanp;n eletrody & misturada cor um  walume
adequado da mistura tabwlada abaieo

N1STURA pl

Tampan ampstra solubilizante g
(amestra S03)

G-mercaptoetann] 10

trul de nrorefennl a0

— F necessario aguecer cada amoskra a 10090 per 2 & 3 ninukos
- Volume da amastra o voglume maxina possivel ¢ determinadg pelo tzRanhs dos pogos de
apllca;an da amgatra aue e formade no stacking gel
- Normalaente szo aplicades por pogo 70 a 40 )] da amgstra contende Z2-20 pg de prnttl
na _ .
Ubservarae 0O tampas amostra solubil:zante {S05) pofe ser preparade sem o B-percapto-
stangl se nas houyer neceszidade de rEdu;;n das pontes disspifidicas  das
proteinas 0 B-mercapteetanal e usade para quebrar as pontes d155u1Fid1cas
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5 RADIOMARCAGAQ DE ANTICORPOS E SEUS FRAGMENTOS

Para a sua aplica¢ap em ymunocintigrafia os anticorpos e ou
seus fragmentos precisam ser radiomarcados Na marcacac de anticorposmy
noclonats a escolha do radionuclideo adequado e 1nfluenciada por muftos
fatores tais como
—- me1a vida fisica e brologica
- natureza de radiacac emitrda
- atividade especifica
- facilidade de 'ntrodugac na proteina
- estabilvdeds do produto marcado
- caminho metabolico do radionhuclidec no arganismo
- fac1l1dade de detegcao
- dispomibilidade comercial e preco

A preparacao de radiofarmacos depende de um sistema de mar-
cagao que conduza & uma l1gagao consistente com o radionuclideo selecio
nade 03 anticorpes meonoclenatls gquando 11gados adequadamente a radioise
topos emissores & yisualizam componentes 1ntracelulares usados como an-
tigenos e antigenos associados 2 tumores (radicimunodetegio) Quando A
gados a radio1sotopos emTssores = € 8 e em altas doses sag usados na ra
diormunoterapia Especificamente certos radionuc]ideos coma gngc.uSI.
131I,1”In.g?ﬁu,ﬁ?tu.gﬂ‘f.zmm,ZHAt ass1m comg varias metodologlras usa
das na ligacao desses radionuclidecs aos anticorpos monoclonais, para u
S0 na 1magem e terapia, c¢ontinuam exercendo atragao e conslderavel aten
¢ao dos pesquisadores 0 recente desenvolvimento na radiomarcacas de an
ticorpos destaca 3 grandes areas marcaceo com lodo-131, marcagaes  <om
Ind10-111 e marcacac com Tecnecio-99m

{0 lodo-131 tem side o radioisotopo mals usado para a marca-
¢ao de anticorpos monoclonais pelos procedimentos corretos da radioio-
dacao, baixo custo, eficacia comercial e meia vida de 8 dias compativel
com o pleo de acumulacao do anticorpe ne tumor As desvantagens 1ncluem
& sua energla de foton alta (360 KeV), & emissao de particulas B e o fe
namenc que ocaorre < vivo da derodagae do anticorpe radiciodado  produ
zindo fodeto Tivre oue provoca a dtminuicao da radioatividade no  tumor

e aumento do acumuwlo na tirepide & estomago trazendo, como cnnsequén—
cta, problemas na 1magem Uma alternativa para contornar o problema da
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de1cdacao +n vove dos anticorpos monoclonais radiorodados e o uso de ra
dionuclideos que apresentam vantagens dosimetricas e instrumental como
os radiometalicos Indio-111 e Tecnecio-99m

INDIO-111

Come radiometalico este radionuciideo pode ser ligado aosan
ticorpos via tecnoiogia guelante bifuncional Ha porem a possibilidade
de ser a biodistribuicas do tragador alterada por mudanga na especie de

quelante empregade ou do metedo usade na sua 11gacac
11

0 In com me1a vida de 67 horas, energia de fotons de 171
e 245 Kev compativel com colimadores e gama camaras convenclonals e a
ausencra de em1553a0 B mostrou—se vantaloso ao 13]I, porem, ao contrario

do sucesso relativamente unmiforme de proteinas marcadas por varios meta
dos de 1odacao, muitos nvestigadores nao obtiveram resultados cons) sten

111

tes com quelatos de anticorpos marcados com in Apresentam uma reso-

Tucac no mapeamento (cintigrafiay melhor que o 131

{ porem a mator des—
vantagem esta no significante acumulo hepatico de radiocatividade que o-
corre ab longo da me1a vida bkiglogica resultando uma dose absorvida -
gual an do ]311 0 1]]In ¢ adeguado somente para o0 usc em mapeamentos
(cintigrafias) de orgaos distantes do figado Ja o ]3]1 apesar de  ser
concentrado no pescoco pela glandula tireoide tem esta dificuldade con-

tornada pela admnistracao previa de uma droga biogueadora da tireoide

TECNECIO-29m

0 %Sm

de 140 Ke¥ e ausencia de emissac B e o 1sotopo mais largamente usada <o

Tc pela me1a vida fisica de 6 horas, energia de foton

mo tracador em MEDICINA NUCLEAR E preparado convenmiente e 1ocalmenkpor

ggﬂu {me1a vida de 67 horas) e nac cbstante o

eluigcao de uma coluna de
seu decaimento rapido e sua quimica pouco entendida e bastante usade na
marcacao de prnte{nas Forem, apesar das proprigedades nucleares ideals,
a sua me1a vida curta (incompative) com o pico de acumulacas no tumor)

e a auséncia de uma metodologra adequada para a radiomarcacag, nac lo-
grou ex1to como radiotracador para anticorpos menoclonais em estudos 1-
munocintilograficos Agora, porem, com o desenvolviemnto de metodos pra

ticos para marcagac de anticorpos com alta eficiencia e estabilidade da
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preparacac o 99m

Te tornou-se no momento uma boa alternativa para a ra-
dicmarcagan de anticorpos pols alem de Ffornecer melhor 1magem reduz a
dose de radiacao para ¢ pactente

Mag obstante o grande avango alcancado no modele  quimico
complexos quetantes e a disponibilidade de radionuclideos com uma uni-
ca caracteristica de decaymento, o padrac para comparacac de um antior
po menocloral radiomarcado continua sendo o da proteina rad101$g?da

I

A preparacao de radiofarmacos a partir de anticorpos mono-

pt1s nap existe ainda nenhuma alternativa claramente superior ao

clonais depende de um sistema de marcacac que conduza a uma  11gagac
conststente com o radionuc]iden selecironado, sem afetar signi1ficantenen
te a molecula do anticerpo, purificacac e avalracao do composto marca-
do guanto as suas caractertsticas que o adeguam aos estudos «n vivo

Neste sentido desenvolveram-se varios metodos para & marcacao de anti-

corpos usando 131 gngc

I e radiometalicos, especialmente o

0 anticorpe monocTonal contido no fluido ascitico e removy
do por afinidate cromatografice em proteina A-Sepharose Todos os can-
taminantes proteicos presentes no fluido ascitico, como as prnte%nasqg
ricas precisam ser remevidas antes da radicmarcacag, somente entaoc o5
ant1corpos saoc radiomarcados

Se os anticorpos sao fornecidos comercialmente & sua espe-
cificidade e pureza sao testadas pelo fornecedor, porem se forem praodu
zidos em laboratorio necessitam ser caractertzados, usando metodos 1mu
nologices apropriades, antes da radiomarcacac

131

RADIOMARCACAD DE ANTICORPOS COM [

Entre as varios sistemas d1spun1ve1s para a radlgiodacac
de imunoglobulinas os mals usados san Cloramina T, Lactoperoxidase e
lodogen

£ ymportante lembrar que os anticorpos sao moleculas h1oqqi
micas sensivels sujeitas, durante a 10dacio, a perda da atividade es-
senclal ao seu modo de agac, especialmente a habilidade de ligagao a0
antigeno 0 Iodogen, metodo de 1odacao brando, eficiente, reprndutivel
e tecmcamente simples, e metodo apropriade a marcagao de biomoleculas
sensivels como os anticorpes A 1vodagao da imunoglobulina e desenvelvi-
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da por simples adicao de 1317 a6 tubo de reacao, previamente preparado,
seguido peta Tmunogiobulina nas guantidades adequadas para a atividade
especifica deselada 0 tempo de reagao e tipicamente de 10 minutos & tem
peratura ampiente A reacao e encerrada por diluicdo com tampac use e
remoCan do produto marcado do tubo de reacac Yerifica—se a ef1ciencta
de marcacao, percentual de 137y incorporade a molecula de mungglobull-
na, promovendo-seé a seguir a purificacac do produto marcado

Um sistema de purificagcac razoavelmente simples ut111za uma
coluna de troca 1omica Ag 1-X8, 100-200 mesh, forma claretod

Preparo da ¢gluna

A coluna (seringa, de 1 ml de plastico, descartavel? e preen
chida com a resina Ag 1-X8 lavada com 40 ml de tampao fosfato 0,125M,pH
7.5 e carregada 4 seguir com 2bmg de albumina humana dissolvida em pe-
gqueno volume de solugao fis1ologica A albumina, que nao se adsorveu com
gita afinidade & resina de troca 16n1ca, e remoyida por uma nova 1avagam
da coluna com 40 ml de tampao fosfato 0,125M, pH 7,5 Esta coluna nao
pode tornar-se seca durante a lavagem, antes e durante o processo de pu
rificagao

A preparacao radioiodada e aplicada a colupa e eluida com
tampac fosfato 0,125M, pH 7,5 O primeiro eluatg (1 ml} corresponde a i
munﬂg]ebul1na~]311 pura £ pode ser estocada, para ensalos futuros,por 2
semanas

Tantp a eficiencia de marcacao como a pureza radioquimica po
dem ser avaliadas por um si1stema de cromatograftia miniaturizada

RADIOMARCACAD DE ANTICORPOS coM F2Mpe

3

1
Embora radiorsotopos como I e 1satapos metalicos COmo

1]]In apresentem valores wnguestionavers come tracadores em estudos de
detecac empregando anticorpos anti-tumores, as propriedades nucleares i

99m - - .
dears do Tc para estas aplicagoes saoc evidentes Comd consequencla a

M. teve ¢ seu desenvalviments  estimulado

marcacao de proteinas com
desde a disponib1lidade deste radionuc]idec para uso em MEDICINA NUCLE.
AR Nao obstante a sua energia de foton de 140 KeV e 2 ausencia da emis
sao [ a sua mera vida curta, incompativel com o pico de acumulacao no

tumor e a ausencia de uma metodologia edequada de radiomarcagac, nac al
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cancou bom ex1to como radiotragador para anticorpas monoclonals em esty
dos imunocintigraficos Agera, porem, com o desenvolvimento de metodos
praticos para a marcacao de anticorpos monoclonais com alta eficiencia
e estabil1dade da preparacan o gngc e no momento uma boa alternativapa
ra a radiomarcagao de anticorpos monoclonals pois alem de um@ 1magem me
lhor & dose de rﬂd1ac5u parda o paciente e pastante reduzida

- 99m
A marcagan de anticorpos monoclonairs com

Tc pode ser di-
vidide em 2 categorias

1 Metodo diretc de marcacao (usc de grupos endogenos do anticorpo?

2 Metodo 1ndireto de marcacao {uso exogenoc de um 2gente quelante  bi-

funcional)l

1 Metodo direto de marcagao

Mu1Los antiCorpos possuem na sua estrutura sitios potencras
que se ligam & fons metalicos, porem a estabilidade do tragador e 1im1-
tada e gs sitios de l1qagac ao metal sao geralmente 1nespecificos e nao
estao claramente definidos Alguns trabalhos relatam a aparente instabi
11dade do tracador pelo acumulo excessivo no figado, atribuido a presen
ca de colordes radiomarcados & acumuleo na tirepide, estﬁmagn & 1htesti-
IIMre] pertecnetato
Apesar disto os metodos diretos de marcacao sao de execucao simples, ra

no, atribuide a ox1dagag . vive da tragador para [

pida apropriadas a formulagao de “kits™ comercials Inicialmente foram
desenvolvidos e estudados warios metodes direto de marcacao de anticor—
pns com gngc Alguns desses metodos envolvem reacac do anticorpo  com
reagente sal estanoso que presumivelmente reduz algumas pontas d1ssu1fi
drcas para grupos suTfidrilicos Tivres que se 11gam 2o gngC Esses me-
todos empregam & sequencia comum de reacoes quim1cas, embora possam va—
riar os agentes redutores para o anticorpo e para{J[gngc]pertecnetatu
Essas variacoes envclvem primelramente metodos alternativas de reducan

do anticorpo

REDUCAO DO ANTICORPO

0 anticorpo pode ser reduzido com wonotiols come o Z-mevcap
toetang! ou o 2-mercaptoetilamina, ditiotreitol

0 metodo de reducao do anticorpo com {on estanoso fol chama
do de pretinming porque ¢ estanho desempenha 3 funcoes reducac das pon
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tes dissulfidicas formagao de um complexo reversivel com os grupos sul
frdrilicos e reducao do pertecnetate A formacao do complexo intermedia

rio e importante para a subsequente marcagao com g7

Tc Qs grupos sul-
fidrilicos sao vulneravels a gxidacac que resulta na formacao, novamen-
te, das pontes dissulfidicas A oxidacac dos grupos sulfidrilicos ocor-
re pela acao de oxigenio dissolvido, estimulado per tragos de fons meta
Ticos como Cutiiy e Fe(lII1 e phH alcalino

Evita-se o rearran)o das pontes dissulfidicas por manuten-
gao da proteina reduzida em pH acido  adicao de um agente quelante para
remaver tragos d& ions metalicos e por protegac dos grupos sulfidrila-
cos l1vres ¢com um reagente gue pode ser subsequentemente removido A a-
digac de Znrll) pode ser usada para proteger ¢ grupo sulfidrilice entre

a fase de reducao e a fase de Cnmb1nacﬁu de anticorpo reduzide com e}
9%m
Te

REDUCAO DO TON [°"M¢ JPERTECNETATO

0 fgngc]pertecnetau}desod1o e comumente disponfvel de um ge

qngﬂfggHu com uma sclucac salina 1sotonica Muitos metodos podem

rador
ser usados na redugao de 1on [gngc]pertecnetatu para um ton metalico
(tecnecio? lons estanosos sao agentes redutores comumente usados ante-
riormente e revistos agora Recentemente o acirde ascorbico for  usado
para reduzir o anticorpo ¢ 0 Na, 5.0, (ditiemito de sodic) para reduzir
0 pertecnetato de sodto

0s noves metodos de reducdo usados na marcacao direta de an
ticorpas com gngc apresentam estabilidade de ligacao alta entre gngc
e 05 grupos sulfidrilicos da proteina Para otimizar esta reacao a pro-
tetna (anticorpo? precisa ter grupos sulfidrilicos disponivels para re-
conhecer o ggmrc formado pela redugao de um agente complexante fraco

Algumas reacpes secundarias podem produzir 1mpurezas radio-

guimicas tais como baixa afinmidade de lwgacﬁu ao gngc, 9%m

Te colofdes,
gngc peptideos ou agregades de anticorpos ou gngc complexos & tambem

Tons pertecnetato podem torpar-se uma 1Mpureza 5e a solugac de pertecne
tato de sodip adicionada nao for completamente reduzida Embora nao te-
nha s1do discutido extensivamente comg minimizar as reagoes secundarias
e dec1sivo uma reducao apropriada da proteina antes da marcacac e a re-

mocao completa do excesso de agente redutor apos a marcagao
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SOm

¢ Metpdo indireto de marcagénqgg_gpt1curgus Com TC

Envolve o uso de um agente guelante bifuncronal 0Os gquetan—
tes bifuncionals possuem ragdicals que se 1igam fortemente a um dado fon
metalico & por outro lado possuem tambem grupa functonat reatrvd gue pg
de 11gar—se covalentemente, atraves de aminoacidos disponivels, a male-
cula do anticorpo Ds acidos poliaminocarboxilicos sao geralmente bons
agentes quelantes de ions metalicos
A marcagao 1ndireta de anticorpo pode ser efetuada de 2 for
mas
- Pode -se formar, peimeirp o guelato radiometalico com posterigr corju-
ga¢5n a0 anticorpo  Apresenta a vantagem de ser a estrutura do quela-
to bem definida eyitardo a exposicac do anticerpo as condigoes de que
Tacac

- Du entao o agente quelante bifuncional, € ligado primeiro ac antfcor-

po formando o 1muncgor Jugado com posterior 11gagac ao radiometal

Esquema geral para a marcacao indireta de
anticorpos usando guelantes bifuncionars

ol

Uielante bif.ncio-al ["I'ILI'I-::-gl:I'I|I|l'1.} ]nurncnn]ugadc

p
PR _
EiSimTC + /-ﬁh £ R ;a"\ — /.E - -
‘raganon Imyracaon juaads yngc-anncglahultna

L E-volve a ligagan <o quela~te BaFunicanal a counaglobulica farticorzo) formando o
imanosan ). gado
: 9% §on_

& fnenlee 2 gquelagan o ir
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QUELANTES BIFURCIONALS USADOS NA Mﬁﬁtﬁﬁﬁﬂ INGIRETA DE ANTICORPOS COM
B0m
Tc

- DTPA {dretilenc triamina pentaaceticol fo1 1nicralmente usado como
gngc ate que
se percebeu de que era Incapaz de mpedir a ligagao do gngc para

agente quelante na marcacan 1ndireta de anticorpos com

stt10s 1nespecificos da proteina

- Metalotionina De peso molecular baixo As 1igagoes inespecificas

relatadas estao em torno de 5% e aparentemente nac se alteram as pro
priedade biolegicas do anticorpa

Dimet1)lsemicarbazona Embora apresentem sucesso na radiomarcacac a

cinetica de reagao € lenta necessitando cerca de 3 horas para alcan
gar 90% de eficiencia de marcagao

- Uramida—dimercaptida (Quando se usa este agente gquelante 30% de ef1

ciencla de marcacan e alcancada em 1 hora No entanto, os antoorpos
marcados 530 1nstavels aparentemente devido ap fato deste agente gue

Tante nao ser capaz de prevenir ligagces nespecificas de gngc

A matar desvantagem do metodo indireto de marcacao de an-

ticorpos com 39m

fc e a ex1genc1a de multiplas etapas no procedimento
da marcagao assim como a purificagao apos & marcacac dificultande o
preparo de “kits® comercials

Embora o metodo de marcagao indireta apresente vantagens
sobre o metode direts, a 1nfluencia da cinetica de reacac lenta, a a-
tividade especifica baixa, a dificuldade em se evitar as ligagoes i-
nespecificas e que para 0 uso clinico os radiefarmacos necessitam pro
cedimentos simples de marcagac com pureza e estabilidade altas das mo
leculas tracadoras resultantes, as atengoes retornaram—se para a li-
ga;ﬁu do radionuclides para os Qrupos sulfiderdlicos Tyvres, ou  seja
para o uso do metodo direto de marcagao
IMrs o necessa-
rio prodyzir sitios de l1gagac com alta afinidade, por redugac do an-
ticorpo Como e importante que as propriedades nativas dg anticorpnad
selam alteradas, e conveniente que a redugao o¢orra em um tipe de clas
se de grupos dissulfidrilices, isto e, grupos que nao estejam envaivi

Para & marcacao direta de anticorpos com

dos na manutengas da estrutura proteica para evitar alteragoes nas fun
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coes biotogicas do anticorpo

Mather e Ellison (1690) descreveram unmetodo simples e pra-
tice para marcacac direta de anticorpos com gngt As pontes d1ssu1fi¢i
cas, dentro da molecula do anticorpo, $a0 quebradss com o uso do redutor
2_mercaptoetanol e apos uma purificacao subsequente o anticorpo reduzi-
do e marcado por [gngc]pertecnetatu reduzido via $n°7 na presenga de um
l1gante fraco (metiienp difosfonate - MDPY Efi1ciencia de marcacao alta
(»97%) na fase final de marcagac e alcangada em poucos minutos

Esquema geral da marcacao

l?—ﬂercaptnetanq]

in
L i e
- "1 Te * H
Articorpo reduzido Anticorpo reduzide

‘ .
- A5 caderas dissulfidices mo anticeron sao quebradas com o usp do redutar Z-mercapto
etangl h

- 0 anticorpa redurido ¢ surificado » estocado en condicaes aprogriadas para usn pas—
teriar

N - I+
- A marcagao ¢ efetuada por reougao do pertecnetato via Sr na presenga de um ligan-
ke frace MOP {aet1lens difosfonatod

Quando se usa radionuclideos de mela vida curta como Ogngt

e desejavel que os procedimentos de marcacac sejam rapidos, para miniml
zar es perdas devido ao decaimento radicativo e simples para que possa
ser largamente aplicavel 0 metodo acima descrito preenche todos estes
requisitos 0 procedimento e simples, a fase final de marcacac ¢ rapida
com alta eficiencia de marcacao £ metodo particularmente adequado a0
desenvalvimento de “kits” comergiais



57

CONTROLE DE QUALIDADE DOS ANTICORPOS RADIQMARCADOS

Procedimentos de CONTROLE DE QUAL IDADE para anticorpos radiomarcados

Procedimentos Qualidade medida

Cromategrafura de canada del- Furera rad:oqu;u1ca percentigen de radicativida—
gada [TLL: 4m ligada a prote;na

Cromategrafia minlaturizada Pureza rad1uqu:m1ca percentagen de radigaktivida-

¢e ligada a proteina

Cronatografia l;qu1da de al Pureza rad1nqu§n1:a percentagenm de radigativida-
- - ]
ta pressan da li1gada @ proteipa, presenca de agregados au
fragmenteas
[munsrreatividade Habilidade da anticorpe nonsclenal para ligar-se

£
expreclfoicaments an antigenp  alwa

USP = Teste de esteriladade Presengd 0 miCcrporganisass asrohices e anaerabi-
Log
Tesre de Limulus amoebocyte Fresenga @ uuant1F1;a¢;u de endotesinas

lyzsate (LAL]
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6 APLICAGAD DOS RADTQIMUNOFARMACOS

A administracac de anticorpos radiomarcades com propositos
dragnost1cos nao e um concelto nove  Surgiu em torna de 1945 com o inf-
cio da MEDICINA WUCLEAR Presman e ¢ol  (1948,1949) descreveram metodos
de 1ncorporacac de radiniodo em anticorpos policlionzis Presman e col
em 1953 e posteriormente Bale e col (1955) utt1lizaram anticorpos radio-
marcados na detecac do cancer em amimais Contude 2 aplicacao  desses
reagentes ficou prejudicada pela 1imitacao de metodos 1munologicos, 1n-
cluinde a preparaczo de anticorpos, e preparacao de antigenos, assoc!a-
dos a tumdr, bem definidos

Conceitualmente a transformacac maligna pode ser acompanha-
da por mudancas fenotipicas celulares que 1ncluem perda de componentes
normals ou ganho de outros nae expressos na celula Este componente neg
expresso, se for reconhecide pelo sistema 1mune como estranho, & um an-
tigeno tumoral Antigenos associados a tumor sao usados na produgac de
anticorpos especificos

A combinacac do desenvolvimento de antigenc espec!fico ass0
ciado a tumor como o antigenc especifica CEA (antigeno carc1n&embr16nl
co) e do metodo de radioimunoensalo, associacao das caracteristicas de
certas reacoes ymunologicas as extremas sensibilidade e precisac das me
didas fistcas da radivatividade, descrite por Yalow e Berson (1960} pos
sibilitou estudos ulteriores de marcacac de anticorpos contra alquns an
tigenos asseciados a tumores (Gol e Freadman (1965), Primus e col (W73,
Goldenberg & col (1978 E£sses anticorpes, porem, por serem policlo-
nals localizavam-se em tecidos tumorals e nao tumorals dificultando &
caracterizacao precisa da imagem (Douillard e col ,1985)

0 advento da TECNOLOGIA DE HIBRIDOMA & a subsequente dispo-
nibi1idade de anticorpos monaclonais contra um unico determipante anti-
genico humanc, podendo carregar radionucli{deos especificamente para ce-
lulas ou argaes, possibilitou a producao de radiofarmacos altamente es-
pecificos A vantagem do anticorpo monoclonal esta na sua homogeneida-
de e especificidade para os antigenos imunizantes

A detecao do tumor usando anticorpo monoclonal radiomarcado
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apresenta particular interesse porque nas 11gacoes .n wevo san  usados
como verdadeiros misse1s cujas “ogivas nucleares” se dirigem seletivamen
te a seus alvos, celulas que exibem os antigenos especificas,ou seja os
tumeres, sem que as demals celulas do organisme fiquem comprometidas pe
la radinatividade das substancias transportadas

Nestes ultimos anos, o uso de anticorpos monoclonats radio-
marcados trouxe um grande avanco experimental e climico no campo da on
colegia Estes reagentes possuem potencial para serem usados com preci-
sao no diagnostico (radioimunodetecao) e com eficacia no tratamento (ra
diovmunoterapia’ de tumores malignos A principal exigencia desta meto-
dologia e a disponmibtirdade de radiofarmacos estavelrs gque apos a marga-
¢a0 .1 vrive retenham a capacidade de interacao especifica com o ant!ge-
ne definido e mantenham a sua 1ntegridade molecular MNos estudos  pos-
marcacac a 1munorreatividade e um parametroe critico £ necessario o de-
senvolvimento de metodos seguros de avallacac da 1munorreatividade, per
centual de anticorpo marcado que e associado ac antigeno especifico

Radiormunadetecan  As tecnmicas convencionals de diagrostice radiologia,

Ra1o-%, tomografia computadorizada, ressonancia magnetica nuclear e ul-
trassom detetam o tumor somente pelos seus atributos fisicos (tamanho,
forma, posigao e deslocamento de outras tecidos, e as tecmicas conven-
c1onals usadas em MEDICINA NUCLEAR demonstram as neoplasias pelo seu me
tabolismg ou pelo metabolisme nos tecidas ¢circunvizinhos Estas tecmcas
sao sensivevs mas nao sao especificas Para melhorar a  especificidade
fo1 desenvolvida a tecnica de radioimunocintilografia onde a detecao do
tecido canceroso e gbtida por interagac da anticorpo radiomarcado com o
o antigeno especifico Murtos sistemas antigeno-anticorpo foram usados
para 1magem de diferentes tumores A experiencia demonstrou que, apesar
da simphicidade conceltual, esses estudos 5ac mars complexos do que se
poderia supor MNa pratica clinica muites fatores influenciam © Sucesso
da sua aplicacac 7r vitac, pele pr1ncip1u da Tei da acaa das massaqut
gamente usado no radioimunoensalc, as condicoes de equilibrio entre an
tigenc (Ag) e anticorpe (Ab} sac prontamente alcangados 7 wiwvo, porem,
pela dificuldade em se estimar a concentracan do antigeno com o qual o
anticorpo entrara em contats, ¢ alcance deste equilibrio e mais compli-
cado 0 antigeno deve localizar-se na membrana da celula para ser aces—
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sivel ao anticorpo-tracador circulante £ necessario, tambem , que as
celulas normais nao expressem ¢ antigeno ou ne minimo que a concentra
cao do antigeno em celulas normals sejam 10D yezes menores que nas ce-
Tulas tumorass Outros fatores como tamanho, siti1o das lesoes e fenome
nos biologicos como carencla da expressao do antigeno pele tumor,inter
ferem ng resyltado Apesar destas dificuldades alguns grupos obtiveram
bons resultados util1zando estes procedimentos

No momento em relacac & aplicacae ¢linica de anticorpos ra-
diomarcados 0 mailor sucesso e um exempla classico de dragnostico radio-
wmunotogico de tecido nae maligno que e a detegao de 1nfarto do miocar
dto por anticorpes monoclonats ant1-migsina A miosina e a proteina mals
abundante nas celulas cardiacas £ ume macromolecula, peso molecular em
torne de 500 000 daltons, com um grande numerc de determinantes antige-
n1eos, portanto altamente imunpgenica £ um antigeno 1deal para {nduzir
uma resposta smune especifica, ponto de partida para a obtencic de ant1
corpos monoctonats

0 musculo cardiaco tem contracoes ritmicas e metabol{smo
completamente aerobico em todos oS Instantes Pelo fato do coragao ser
normalmente aerocbico e obter praticamente toda a sua energra da fosfor:
lacao oxidativa, & impossibilidade do ox1genie atinglr uma porgap do mus
culo cardiaco, quando os vasos sanguineos sac blogueados por deposito
de Tipideos, pode ocasionar a morte desta regiao do musculo cardﬁaampﬁg
cesso conhecido como anfarto do miocardic A aplicacao de radiofarmacos
na 1magem dc 1nfarte do mocardio apresenta consideravel interesse e a-
tividade HNos estudos iniciairs os radiofarmacos empregados incluiam
20aHg—clnrmerﬂdrm, 203 2mT] ]
um radiotracador bastante usade nos estudos de perfusag do mocardio,po

Hg-mercurefluaresceina e E?Ga-c1tratn 0

rem, nap e um radiotracader ideal pois a sua meia vida fisica longa e a
depuracao mocardial lenta dirficulta a avaliacan em serie & tambem g
baixa energia de radiagac compromete a 1magem A localizacac  adequada
do mipcardiro 1nfartado pode ser realizada com compostos marcados com

gngc como ¢ gngc—tetramchna, 95m

Te-gluccheptonato, e varios compos—
tos de fosfato, particularmente o gngc-p1rufﬂsfato O maior sucesso cli
nico na 'magem do miocardio 1nfartado, porem & sua especificidade nao e
exclusiva para o enfarto do mocardio podendo ocorrer no musculo esque-

letico e carcinoma do pulman e a sua concentracao nao e proparcional a
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nivel mocardial

Apos o 1nfarto do mocardio o dano 1rrepdaravel as  celulas
conduz & um aumento na permeabilidade da membrana celular permitindo 2
entrada de macromoleculas na celula, o gue nan acontece ¢om o miocardio
normal %e a molecula extracelular e um anticorpo moncclonal para  um
compsnente intracelylar, concentra-se dentrg do tectido danificado Assim
um anticorpo monoclonal para miosina cardiaca identifica necroses do
miocardie por localizar-se nas membranas das celulas danificadas Essa
localizagao 1dent1ficada por cint1lografia, permite diagnostico e a ava
Tha¢ao rapidos nos quadros de infarto Neste s1stema as componentes n-
tracelylares sag usados como antigenos para o Tmunod)agrostico

PREPARACAD DA MIOSINA CARDIACA A miosina cardiaca humana usada como an
tigeno na obtengao de anticorpo monoclonal antr-miosina, pode ser  ex-
traida do musculo-cardiaco fresco A sua concentracao e determinada por
espectrofotomeiria e a homogenetdade da preparacac pode ser observada a
traves de eletroforese em gel de poliacrilamida com dodec1) sulfato de
sodio (SDE—PAGEY A amostra de miosina separa-se em bandas de cadevas
pesada, leve e tragos de proteinas contaminantes A miosina extraida do
musculo cardiaco pode ser purificada por cromatografia de troca 1omica
em gel de diet1l-amno-et11 DEAE-Sephadex A-50 (forma cloreto} ou die-
tri-amno—et1] DEAE—celulose

A miosina, assim obtida, e usada na munizacae de camundon-
gos BALB/c 1s0génices Khaw e col (19843, utilizando a tecnologia  de
hibridoma, desenvolveram anticorpe monoclonal para mtosina cardiaca de-
neminado R]]D]D que 1igados a substancias radtoativas concentram-se den
tro do tecido damificado tornando-se ¢ agente 1deal para visualizacao do
infarto do miogardio !igam-se, especificamente, a migsina cardiaca ex-
posta delineando precisamente necrose do miocardio em pacientes 1nfarta
dos

Do ponto de vista teorico a ¢intiiografia obtida com ant1-
corpo monpeional anti-miosina parece ser metode apropriado para avaliar
a extensao das celulas danificadas em patologias como miocardites e re-
jeicao cardiaca O diagnostice da miocardite ativa e feits alnda por sin
tomas clinicos e biopsia endomiocardial que, por ser metodo pouco sen-
sivel, dificulta a decisao em relacgac a terapia MNestes pactentes ha ne
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cessidade de um teste que possa documentar & extensao 4o dano mi10car-
d1a) Paciertes que sofreram transplante do coragao, o diagnostico da
rEJe1c50 card{aca, principalmente no primeire ang apos & cirurgla quan
do a ocorrencta de rejelgac cardiaca € mails frequente, e feito sequen-
cralmente por biopsia que determina o grau subsequente da terapia fmu-
nosupressora Devido a baixa sensibilidade e o alto custe da biropsiase
quencial ha uma clara necessidade de metodos alternativos para estedia

gnastico

Radioimunoterapia  Requer um desenvolovimento major que a radroimunode

tecao Ate ¢ presente a radioimunoterapia e considerada comg um metodo
experimental para tratamento de tumores sclidos Mesmo que se alcance
uma regressac tumoral apos doses terapeuticas de radioymunofarmaco,sao
necessarios estudos basicos ulteriores e provas clinicas para otimizar
numerosas aspectos do metodo

E necessaric ser provado que o tumor produz o antigenuth1g
psia de tecido metastatico metods avidin-biotina tmunoperoxidase) Pre
cedendo a terapla deve-se fazer uma 1munocintilografia com o objetivo
de confirmagao ot wvevo do acumulo do radiormunofarmace no tumor
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